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Die spezifische Basenpaarung in doppelstr�ngiger DNA
(dsDNA) ist ein faszinierend logisches Prinzip zur einfachen
Erzeugung von molekularen Anordnungen in Nanometer-
gr�ße, das derzeit ein wachsendes Interesse an der Nutzung
von Nucleins�uren in Nanotechnologie, Materialwissenschaf-
ten, DNA-Computern und Biotechnologie nach sich zieht.[1]

Die Verwendung von nat+rlicher dsDNA hat hier bereits
durch alleiniges Nutzen der Watson-Crick-Basenpaarung zu
erheblichen Fortschritten im Aufbau einer eindrucksvollen
Vielfalt zwei- und dreidimensionaler Strukturen, nanome-
chanischer Baueinheiten und supramolekularer Anordnun-
gen gef+hrt.[2] Daneben weist DNA einzigartige Templatei-
genschaften auf, die sie durch DNA-Polymerasen enzyma-
tisch replizierbar und amplifizierbar machen. Dies f+hrte zur
Erzeugung von Nucleins�ure-Sensoren, -Therapeutika und
-Katalysatoren durch In-vitro-Evolution.[3] Die Anwendungs-
m�glichkeiten von Nucleins�uren in der Nanotechnologie
k�nnten betr�chtlich gesteigert werden, wenn nicht nur eine
bessere Programmierbarkeit der molekularen Erkennung
erreicht w+rde, sondern auch DNA-Molek+le mit zus�tz-
lichen chemischen Funktionalit�ten basenspezifisch adres-
sierbar w�ren, die dann f+r weitere Funktionen und Inter-
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aktionen zur Verf+gung st+nden. F+r eine maximale Flexibi-
lit�t m+ssten Strategien entwickelt werden, die es erlauben,
so viele Basenpositionen wie m�glich in einem gegebenen
DNA-Strang zu modifizieren, ohne die Basenpaarung zu
st�ren. Um die Replizierbarkeit und Amplifizierbarkeit
solcher nanostrukturierter Systeme zu gew�hrleisten, m+ss-
ten DNA-Polymerasen mit Toleranz f+r ein breiteres Sub-
strat- und Templatspektrum durch In-vitro-Evolution erzeugt
werden.[4] Eine andere M�glichkeit ist, Reaktionsbedingun-
gen zu finden, die es den Enzymen erlauben, nichtnat+rliche
Template und Monomere verwenden zu k�nnen, die sich
normalerweise nicht enzymatisch vervielf�ltigen lassen. Dies
w+rde auch den Weg zur Synthese langer DNA-Konstrukte
(> 100 bp) er�ffnen, die auf synthetischem Weg nur sehr
schwer oder gar nicht zug�nglich sind. Somit k�nnten gr�ßere
Sequenzr�ume funktionalisierter DNA-Molek+le schneller
und einfacher zug�nglich werden, bis hin zur Erzeugung
amplifizierbarer Bibliotheken, die f+r In-vitro-Selektions-
experimente verwendet werden.

Eine Reihe chemisch modifizierter 2’-Desoxynucleosid-
triphosphate wurde bereits synthetisiert, und bis zu zwei
unterschiedlich modifizierte Nucleotide konnten mithilfe von
Primerverl�ngerungsreaktionen oder der Polymeraseketten-
reaktion (PCR) enzymatisch an DNA-Templaten polymeri-
siert werden.[5,6] Einzelstr�ngige, hoch funktionalisierte DNA
(fDNA), in der jede Base mit einer zus�tzlichen Funktionali-
t�t ausgestattet ist, konnte durch enzymatische Polymerisa-
tion von basenmodifizierten Nucleosidtriphosphaten
(dNTPs) an nat+rlichen DNA-Templaten generiert
werden.[7,8] Ebenso wurde zwar gezeigt, dass fDNAs, welche
die Reste 1–3 und 8 (Schema 1) enthielten, wiederum als
Templat in einer PCR mit nat+rlichen Nucleotiden dienen
k�nnen,[7] jedoch war die Verwendung hochgradig funktio-
nalisierter fDNA-Template f+r die enzymatische Synthese
des entsprechenden fDNA-Gegenstrangs bis heute erfolglos.
Dabei m+sste die verwendete Polymerase nicht nur den
funktionalisierten DNA-Strang als Templat erkennen, son-
dern auch in der Lage sein, gegen+ber einer bestimmten
modifizierten Base – entsprechend der Vorgabe des Templats
– modifizierte Basen zu inkorporieren. Dies w+rde nicht nur
die direkte Synthese und enzymatische Amplifikation von
DNA-Doppelstr�ngen erlauben, sondern auch die spezifische
Einf+hrung zus�tzlicher chemischer Diversit�t in den Gegen-
strang erm�glichen. Somit k�nnten Strang und Gegenstrang
mit unterschiedlichen chemischen Gruppen sequenzspezi-
fisch dekoriert werden. Derart hochgradig modifizierte
dsDNAs w+rden die M�glichkeit er�ffnen, gezielt v�llig
neuartige auf DNA-Doppelstr�ngen basierende supramole-
kulare Strukturen aufzubauen, die mit nat+rlicher DNA nicht
erhalten werden k�nnen.

Hier berichten wir +ber die erste enzymatisch hergestellte
doppelstr�ngige fDNA, in der alle vier Nucleobasen in jedem
Strang durch verschiedene Basenanaloga substituiert sind,
was die templatgesteuerte Einf+hrung von bis zu acht
verschiedenen Modifikationen in eine einzelne dsDNA
erlaubt. Die verwendeten dNTP-Derivate (Schema 1)
decken verschiedene Gruppen chemischer Funktionalit�ten
ab, z.B. aromatische (3, 7), basische (2, 8), saure (1, 5) und
lipophile Reste (4, 6).[9] Dar+ber hinaus f+hrten wir ein

Screening zur Identifizierung und Optimierung von Bedin-
gungen, die die direkte Amplifikation von voll modifizierter
fDNA durch die PCR erlauben, durch.

Wir synthetisierten enzymatisch ein voll funktionalisiertes
fDNA-Templat an dem 79 nt langen 5’-biotinylierten DNA-
Templat M79 mit den Nucleotiden 1–4 unter �hnlichen
Bedingungen wie zuvor beschrieben.[7,10] Die dNTPs 1–4
erwiesen sich als gute Substrate f+r die Vent(exo-) und Pwo-
DNA-Polymerase und ersetzten ihre nat+rlichen Gegen-
st+cke sequenzspezifisch (Daten nicht gezeigt). Anschließend
untersuchten wir, ob fM79 als Templat in einem Standard-
Primerverl�ngerungsexperiment in Gegenwart der dNTPs 1–
4 unter Verwendung von Pwo-DNA-Polymerase dienen kann.

Wie in Abbildung 1a gezeigt ist, konnte das Volll�ngen-
produkt erhalten werden (Spur 5), wogegen die Auslassung
einer der vier modifizierten dNTPs zu k+rzeren Abbruch-
banden der Gegenstrangsynthese f+hrte (Spuren 1–4). Eine
Primerverl�ngerung mit nicht funktionalisiertem M79 in
Gegenwart von nat+rlichen dNTPs diente als Gr�ßenmarker
(Spur M). Abbildung 1b zeigt das entsprechende Experi-
ment, aber diesmal wurde ein neuer Satz modifizierter dNTPs
(5–8, Schema 1) verwendet, die sich von den im fM79-

Schema 1. Chemische Strukturen der verwendeten modifizierten
2’-Desoxynucleosid-5’-O-triphosphate.
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Templat enthaltenen Modifikationen 1–4 unterscheiden.
Wiederum konnte das Volll�ngenprodukt erhalten werden
(Abbildung 1b, Spur 10). Dieses Produkt ist die erste hoch-
gradig funktionalisierte dsDNA, in der jeder Strang einen
unterschiedlichen Satz von Funktionalit�ten enth�lt. Dies
entspricht dem Einbau von acht verschiedenen Modifikatio-
nen in einem fDNA-Doppelstrang. Weiterhin zeigen diese
Daten, dass die Pwo-DNA-Polymerase nicht nur eine hoch-
gradig funktionalisierte DNA als Templat akzeptiert, sondern
auch zum templatgesteuerten Einbau aller vier modifizierten
Nucleotide gegen+ber einer modifizierten Base bef�higt ist.

Als N�chstes interessierte uns, ob die Bedingungen, unter
denen eine erfolgreiche Primerverl�ngerung stattfindet, auch
eine Amplifikation der resultierenden doppelstr�ngigen
fDNA unter PCR-Bedingungen erlaubt. PCR-Amplifikation
unter Standard-Puffer-Bedingungen mit dem Templat fM79
und den modifizierten dNTPs 1–4 f+hrten jedoch zu keiner
Amplifikation des Produkts mit der gew+nschten L�nge
(Abbildung 2b, Spur 1a). Daher untersuchten wir, wie sich
verschiedene Konzentrationen unterschiedlicher PCR-Addi-
tive auf die Amplifizierbarkeit des Templats mit Pwo-DNA-
Polymerase auswirken. Verwendet wurden hier Tetramethyl-
ammoniumchlorid (TMAC), Dimethylsulfoxid (DMSO), Form-
amid, Einzelstrang-DNA-bindendes Protein aus E. coli (SSB)
und Betain, die bekanntermaßen einen positiven Effekt auf
schwierige PCR-Reaktionen haben k�nnen. In Abbildung 2b
(Spuren 1b–f) ist zu erkennen, dass keine signifikante Ver-
besserung erzielt wird, wenn eine dieser Komponenten allein
zum PCR-Puffer hinzugef+gt wurde.

Um zu +berpr+fen, ob verschiedene Kombinationen der
Additive eine PCR-Amplifikation erm�glichen, f+hrten wir
ein kombinatorisches Screening von allen m�glichen Zusam-
menstellungen der f+nf Komponenten durch. Abbildung 2a
zeigt die unterschiedlichen Additivkombinationen. Die quan-
tifizierten Ergebnisse sind in Abbildung 2b und 2c darge-
stellt. Zur Kontrolle der Polymerase-Aktivit�t testeten wir

die gleichen Puffer-Bedingungenmit nat+rlichen Nucleotiden
als Monomerquelle (siehe Hintergrundinformationen).

In der Tat konnten wir mit bestimmten Kombinationen
von mindestens drei verschiedenen Additiven akzeptable
Mengen hochgradig funktionalisierter dsDNA durch PCR
erhalten, obgleich im „Drei-Komponenten-Satz“ (Abbil-
dung 2, 3a–4b, blaue Punkte) nur Zusammensetzung 3c zu
deutlicher Amplifikation f+hrte. Kombinationen aus vier
verschiedenen Komponenten konnten erheblich die Bildung
des PCR-Produkts amplifizieren, mit Ausnahme von 4f und
4g (Abbildung 2), in denen DMSO bzw. Formamid fehlte. Die
Zugabe von allen f+nf Additiven (4h) zeigte keine signifi-
kante Verbesserung gegen+ber derMischung 4e, die das beste
Ergebnis im „Vier-Komponenten-Satz“ (4c–4g, rote Punkte)
lieferte. Die erhaltene Produktmenge an hochgradig modifi-

Abbildung 1. Primerverl�ngerungsexperiment mit 32P-markiertem
Primer P5’ und Templat fM79, modifizierten dNTPs und Pwo-Polyme-
rase, analysiert mit denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(8-proz. Polyacrylamid). a) P: Primer; M: Primerverl�ngerung mit vier
nat"rlichen dNTPs und M79 als Templat; 1: mit den modifizierten
Nucleotiden 2–4 ; 2: 1, 3 und 4 ; 3: 1, 2 und 4 ; 4: 1–3 ; 5: 1–4.
b) P: Primer; M: Primerverl�ngerung mit vier nat"rlichen dNTPs und
M79 als Templat; 6: 6–8 ; 7: 5, 7 und 8 ; 8: 5, 6 und 8 ; 9: 5–7; 10: 5–8.

Abbildung 2. Kombinatorisches Screening von 32 verschiedenen PCR-
Reaktionspuffern. PCR-Experimente wurden mit 32P-markiertem Primer
P5’, dNTPs 1–4 and Templat fM79 durchgef"hrt. Nummern 1a–4h
beziehen sich auf die verschiedenen Kombinationen der Additive. PCR-
Produkte wurden mit denaturierender Polyacrylamid-Elektrophorese
(10-proz. Polyacrylamid) analysiert. a) Reaktionspuffer-Zusammenset-
zungen. Punkte geben die Pr�senz des entsprechenden Additivs im
PCR-Reaktionspuffer an. b) Spur L: L�ngenmarker; P: Primer; 1a–4h:
PCR-Reaktionen mit den angegebenen Reaktionspuffern (a); (�): Kon-
trollreaktion ohne Templat. c) Quantifizierung der PCR-Produkte durch
Phosphor-Imaging in Prozent der Gesamtradioaktivit�t.
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zierter dsDNA entspricht bei gleicher
Zyklenzahl ca. 30% der Menge, die in
einem Kontrollexperiment mit ausschließ-
lich nat+rlichen dNTPs erhalten wurde
(siehe Hintergrundinformationen). Diese
Ergebnisse erlauben es, Bedingungen zu
definieren, welche die Amplifikation von
hochgradig funktionalisierter, doppel-
str�ngiger fDNA mit funktionalisierten
dNTPs als einzige Monomerquelle erm�g-
lichen.

Um Informationen +ber die Genauig-
keit des Einbaus der modifizierten
Nucleotide und der PCR-Amplifikation
von fDNA unter den Bedingungen 4e
(Abbildung 2) durch Pwo-DNA-Polyme-
rase zu erhalten, generierten wir eine
vollst�ndig modifizierte doppelstr�ngige
fDNA in 20 PCR-Zyklen anhand des
DNA-Templats M59 (Abbildung 3a)
sowie der dNTPs 1–4 (Schema 1). Die
Einzelstr�nge wurden getrennt (siehe Hin-
tergrundinformationen) und mithilfe der
Didesoxymethode nach Sanger unter Ver-
wendung von T7-DNA-Polymerase
sequenziert (Abbildung 3b, 2). Um auszu-
schließen, dass auftretende Stoppbanden
von Fehlinkorporation der modifizierten
Nucleotide herr+hren, amplifizierten wir
das durch PCR erzeugte funktionalisierte
Templat fM59 mit nat+rlichen Nucleoti-
den und sequenzierten die erhaltene
nat+rliche DNA (Abbildung 3b, 3). Als
Kontrolle wurde das Originaltemplat M59 ebenfalls amplifi-
ziert und sequenziert (Abbildung 3b, 1). Der Vergleich der
erhaltenen Sequenzmuster zeigt, dass die Sequenzinforma-
tion w�hrend der PCR-Amplifikation mit 1–4 erhalten bleibt
und somit der Einbau der modifizierten Nucleotide innerhalb
der Messgenauigkeit einer Sequenzierungsreaktion sequenz-
getreu verl�uft. Interessanterweise ist neben der Pwo-Poly-
merase offensichtlich auch T7-DNA-Polymerase bef�higt,
modifizierte DNA-Str�nge korrekt zu lesen.

Weiterhin untersuchten wir, ob die hochgradige Funk-
tionalisierung einer dsDNA Ver�nderungen der Konforma-
tion gegen+ber der entsprechenden nat+rlichen DNA nach
sich zieht. In der Tat zeigte ein Vergleich der CD-Spektren
beider Varianten, dass die nat+rliche dsDNA-Version von
M59 ein typisches CD-Spektrum einer B-DNA-Konforma-
tion aufweist (Abbildung 4, ~), w�hrend die funktionalisierte,
doppelstr�ngige DNA der gleichen Sequenz fM59 (Abbil-
dung 4, &) unter gleichen Bedingungen eine Inversion des
CD-Spektrums zeigt, wie man es erstmals bei Z-DNA
beobachtet hatte.[11] Eine �hnliche Umkehrung des CD-
Spektrums wurde auch von Brakmann et al. beobachtet,
nachdem alle Pyrimidinreste eines Strangs in einer dsDNA
durch fluoreszenzmarkierte Analoga ersetzt worden waren.[6]

Allerdings sind die bei der fDNA fM59 beobachteten
Wellenl�ngen des CD-Spektrums gegen+ber denen nicht-
modifizierter Z-DNA-Motive signifikant verschoben, was auf

die unterschiedliche Polarisierbarkeit der Nucleobasen
zur+ckzuf+hren sein k�nnte. Analoge Wellenl�ngen-Ver-
schiebungen wurden bereits bei kurzen dsDNA-Duplexen
beobachtet, die vereinzelte Alkinyl-modifizierte Purin- oder
Pyrimidinbasen enthielten. Im Unterschied zum Spektrum
der hier vermessenen hochmodifizierten Sequenz zeigten die
CD-Spektren dieser Studie jedoch B-DNA-�hnlichen Cha-
rakter.[12] Dies deutet darauf hin, dass sich die Konformation
der vollst�ndig funktionalisierten dsDNA durch den Einbau

Abbildung 3. Autoradiogramme der Sanger-Didesoxysequenzierungen mit T7-DNA-Polyme-
rase. a) Sequenzierungs-Primer P3’, P5’ und Templat M59. b) 1. Sequenzierung des Original-
templats M59. 2. Sequenzierung von funktionalisierter DNA fM59, die durch PCR mit den
modifizierten dNTPs 1–4 generiert wurde. 3. Sequenzierung eines PCR-Produkts, das aus
fM59 als Templat und nat"rlichen Nucleotiden stammt. Sequenzen wurden in beide Richtun-
gen mit Primern P3’ und P5’ gelesen. Sequenzierungsmuster des Originaltemplats (1), der
direkten Sequenzierung von fDNA (2) und des nat"rlichen PCR-Produkts von funktionalisier-
tem Templat fM59 (3) sind ununterscheidbar.

Abbildung 4. CD-Spektren von nat"rlicher, nichtmodifizierter dsDNA
M59 (~) und vollst�ndig mit dNTPs 1–4 funktionalisierter dsDNA
fM59 (&).
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der Modifikationen von einer rechtsg�ngigen B-Form in die
Richtung einer linksg�ngigen Z-Form umlagert.

Interessanterweise war zur Visualisierung und Quantifi-
zierung der doppelstr�ngigen fDNA (Abbildung 2b) die
Verwendung von radioaktiv markierten Primern absolut
notwendig, da die PCR-Produkte nur marginal mit Ethidium-
bromid angef�rbt werden konnten. M�glicherweise f+hrt die
Gegenwart der in 5-Position modifizierten Pyrimidine und
der in 7-Position modifizierten Purine nicht nur zu einer
konformativen Umlagerung des DNA-Duplex, sondern auch
zu einer sterischen Hinderung der Intercalation.

In dieser Studie konnten wir zum ersten Mal zeigen, dass
hochgradig funktionalisierte DNA-Doppelstr�nge templatge-
steuert enzymatisch generiert und unter bestimmten Bedin-
gungen auch amplifiziert werden k�nnen. Bemerkenswerter-
weise gelingt es einer nat+rlichen DNA-Polymerase, ein an
der Base chemisch modifiziertes Nucleotidtriphosphat gegen-
+ber einerModifikation im Templat korrekt auszuw�hlen und
den Einbau in den wachsenden Gegenstrang zu katalysieren.
Derart auf der Nanoskala aufgel�ste, mit hoher Dichte in
einen DNA-Doppelstrang eingebrachte chemische Funktio-
nen er�ffnen die M�glichkeit, DNA-Architekturen h�herer
Ordnung zu programmieren, die durch Basenpaarung und
zus�tzliche Wechselwirkungen der eingef+hrten Funktionali-
t�ten aufgebaut sind. Dieser Ansatz bietet signifikantes
Potenzial zur erweiterten Konstruktion von komplexen
Nanoobjekten und Materialien auf DNA-Basis.
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