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DNA-gestiitzte Synthese Angewandte

Anders als im Allgemeinen in der Synthesechemie iiblich wird in der ~ Aus dem Inhalt

Natur die chemische Reaktivitit durch die Modulation der effektiven

Molaritit hoch verdiinnter Reaktanten durch Makromolekiil-gestiitzte ~* Einleitung 4957
Synthesen gesteuert. Dabei kann die Reaktion komplexer Mischungen  , p.. anwen dungshereich der
in einer einzigen Losung mit Effizienzen und Selektivititen verlaufen, DNA-gestiitzten Synthese 4958
die in herkommlichen Laborsynthesen nicht erreichbar sind. Die
DNA-gestiitzte organische Synthese (DTS) bietet einen erstaunlich 3. Erweiterung der Moglichkeiten
universellen Weg zur Steuerung der Reaktivitit synthetischer Molekiile der DNA-gestiitzten Synthese 4962
mithilfe des in der Natur verwirklichten, auf der effektiven Molaritit — , pNa.gestitzte Polymerisation 4968
basierenden Ansatzes. Neueste Entwicklungen haben den Anwen-
dungsbereich und die Moglichkeiten der DTS von ihren Urspriingen 5 Zum physikalisch-organischen
als Modell fiir pribiotische Nucleinsdurereplikation zu ihrer heutigen Verstdndnis der DNA-gestiitzten
Fihigkeit, DNA-Sequenzen in komplexe kleine Molekiile und poly- Synthese 4970
mere Produkte mehrstufiger organischer Synthesen zu iibersetzen, 6. Anwendungen der DNA-
erweitert. Das Verstindnis der fundamentalen Prinzipien der DTS gestiitzten Synthese 4972
spielte eine wichtige Rolle bei diesen Entwicklungen. Zu den ersten
Anwendungen der DTS zdhlen die Nucleinsduredetektion, die Ent- 7. Zusammenfassung und Ausblick 4976
wicklung synthetischer niedermolekularer Verbindungen und die 8. Abkiirzungen 4977
Entdeckung von Reaktionen mithilfe von Translations-, Selektions-
und Amplifikationsmethoden, die zuvor nur fiir biologische Sub-
stanzen verfiigbar waren.
1. E,‘nleitung Der Ansatz der Chemiker:
e g 5 pn 0Q Q
Die Steuerung chemischer Reaktivitét ist eine L"-‘-"ﬂ‘“*-"l:'om HaN~ g":(;opG g ! "\N&n:ﬁ "OFG

zentrale und allgegenwirtige Herausforderung in H® H's
den Naturwissenschaften. Chemiker gehen diese M= Konzentrationen, ein mégliches
Aufgabe {iblicherweise durch die Kombination In einem Gefafi isoliert Produit
eines spezifischen Satzes von Reaktanten in einer
Losung in hohen Konzentrationen (typischerwei- Dar Ankaz der Nt =
;? mMm lj;sb l1;/[.)ldan. Glani apglers isthdrerr Ansa:itz der i::o ] H -; :)n:l L. ) Lot

atur ildun, ei dem sich Tausende von A Hoo FigN~ S Ph_ G B
Reaktzfnten in fer%gleichen Losung befinden, = Me. ._f':j " o coH = Hi‘1“;' ~ — _{;N“éN'{OH
deren Konzentrationen jedoch zu gering sind 3 “ou //,/h o SH_ A
(typischerweise nM bis pm), um zufillige intermo- nN—uM Kanzentrationen vieler Ma;:;:z{éf:u" < mﬁm:fﬂi ”
lekulare Reaktionen zu erméglichen. Die Reak- Reaklanten in einer Losung Synthesa 2

tivititen der Molekiile in Richtung der erwiinsch-

Abbildung 1. Zwei Ansitze zur Steuerung der chemischen Reaktivitit.
ten Produkte steuern Makromolekiile als Matri-

zen (Template) iiber die Modulation der effektiven Molaritat
der reaktiven Gruppen und die Bereitstellung katalytischer
Funktionalitit (Abbildung2 zeigt einige Beispiele). Die
Verwendung der effektiven Molaritdt in der Natur zur
Steuerung der chemischen Reaktivitit ermoglicht das effizi-
ente Ablaufen biologischer Reaktionen selbst bei absoluten
Konzentrationen, die erheblich geringer sind als die fiir
effiziente Laborsynthesen notwendigen, und mit Spezifititen,
die mit konventionellen Synthesemethoden nicht erreichbar
sind.

Unter den natiirlichen, auf effektiven Molaritidten beru-
henden Ansitzen zur Steuerung der chemischen Reaktivitit
spielt die Nucleinsdure-gestiitzte Synthese eine zentrale Rolle
in fundamentalen biologischen Prozessen wie der Replikation
genetischer Information, der Transkription von DNA in RNA
und der Translation von RNA in Proteine. Bei der ribosoma-
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len Proteinbiosynthese entsteht durch die Nucleinsdure-ge-
stiitzte Translation eines replizierbaren Informationstriagers
eine Struktur, deren funktionelle Eigenschaften iiber die des
Informationstragers hinausgehen. Diese Translation ermog-
licht die Kombination des erweiterten funktionellen Poten-
zials von Proteinen mit den leistungsfdhigen und einzigarti-
gen Eigenschaften von Nucleinsduren wie der Amplifizier-
barkeit, der Vererbbarkeit und der Fihigkeit zur Diversifi-

[*] Dr. X. Li, Prof. D. R. Liu
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12 Oxford Street
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Fax: (+1) 617-496-5688
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Abbildung 2. Beispiele fuir die effektive, molarititsgestiitzte Steuerung der Bindungs-

bildung und -spaltung in biologischen Systemen.
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zierung. Uber das AusmaB, in dem primitive Versionen dieses
Prozesses in einer pribiotischen Ara vorhanden gewesen sein
konnten, wird ausgiebig debattiert;''? dennoch enthalten die
meisten Modelle der prédzelluldren Welt irgendeine Form von
Templat-gestiitzter Synthese.>13-2¢)

Doch die Nucleinsdure-gestiitzte Synthese spielt nicht nur
eine prominente Rolle in der Biologie, sondern sie hat auch
die Vorstellungswelt der Chemiker erobert. In den ersten
Versuchen, sie auf nichtbiologische Reaktanten anzuwenden,
wurde die DNA- oder RNA-Hybridisierung zur Beschleuni-
gung der Bildung von Phophodiesterbindungen oder ande-
ren Strukturanaloga des Nucleinsdureriickgrats einge-
setzt.'%2*4] In den letzten Jahren haben Forscher die
Fiahigkeit der DTS entdeckt, die Synthese von Strukturen
zu steuern, die dem Nucleinsdureriickgrat nicht verwandt
sind.*>* Ein wachsendes Verstindnis der einfachen, aber
wirkungsvollen Prinzipien, die der DTS zugrunde liegen, hat
deren Eignung fiir diverse Synthesen rasch erweitert und zu
chemischen und biologischen Anwendungen gefiihrt wie der
Nucleinsiuredetektion,”**®1  der sequenzspezifischen
DNA-Modifikation®*" und der Erzeugung und Evaluierung
von Bibliotheken aus synthetischen Molekiilen,[**47-81:82]

In dieser Ubersicht beschreiben wir reprisentative friihe
Beispiele der Nucleinsdure-gestiitzten Synthese und neuere

David R. Liu wurde in 1973 in Riverside,
Kalifornien, geboren. Er erhielt seinen BA
1994 von der Harvard University, an der
er unter der Anleitung von Professor E. J.
Corey forschte. 1999 beendete er seine
Dissertation an der University of Califor-
nia Berkeley im Arbeitskreis von Professor
P. G. Schultz. Er kehrte im gleichen Jahr
als Assistant Professor fiir Chemie und
Biochemie nach Harvard zuriick und
begann dort mit seinem aktuellen For-
schungsprogramm im Bereich der Organi-
schen Chemie und chemischen Biologie
der molekularen Evolution. Derzeit ist er John L. Loeb Associate Professor
fiir Naturwissenschaften in der Fakultit fiir Chemie und Biochemie der
Harvard University.
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Entwicklungen, dank derer es moglich wurde, DNA-
Template in zunehmend anspruchsvollere und unter-
schiedliche synthetische Molekiile zu iibersetzen.
Danach analysieren wir unser gegenwartiges Verstandnis
der Schliisselaspekte der DTS, beschreiben Anwendun-
gen, die aus diesem Versténdnis heraus entstanden sind,
und beleuchten noch verbliebene Herausforderungen
beim Einsatz der DTS, um die Strategie der Natur zur
Steuerung der chemischen Reaktivitdt bei Molekiilen
nachzuahmen, die nur durch Laborsynthesen zuginglich
sind.

2. Der Anwendungsbereich der DNA-gestiitzten
Synthese

Ein Reaktant fiir die DTS besteht aus drei Kompo-
nenten (Abbildung 3a): 1) einem DNA-Oligonucleotid,
das die effektive Molaritit der Reaktanten moduliert,
aber ansonsten unbeteiligt bleibt, 2) einer reaktiven
Gruppe, die an der DNA-gestiitzten chemischen Reak-
tion teilnimmt, und 3) einem Linker, der die ersten

a) Reaktant for die DTS reaktive
Gruppe
Qligonucieotid
Linker

b} A+B+A'B-Architektur

o0 000 000008

c) A+BB'A(Haarnadel)-Architektur

nOoded PO

d) A+A-Architektur

20580 — o0

Abbildung 3. a) Die drei Komponenten eines Reaktanten fiir die DTS.
b)-d) Templatarchitekturen fiir die DTS. A/B und A’/B’ stehen fiir Re-
aktanten, die komplementire Oligonucleotide enthalten, die 4+-Symbo-
le fiir separate Molekiile.

Xiaoyu Li wurde 1975 in Xining, China,
geboren. Er erwarb den BSc in Chemie
an der Universitit von Peking und been-
dete 2002 seine Dissertation an der Uni-
versity of Chicago bei Professor D. G.
Lynn. Zurzeit arbeitet er als Postdokto-
rand im Arbeitskreis von Professor D. R.
Liu.
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beiden Komponenten verbindet. Wenn zwei DTS-Reaktan-
ten, die komplementdre Oligonucleotide enthalten, eine
DNA-Hybridisierung eingehen, befinden sich ihre reaktiven
Gruppen im selben rdumlichen Bereich, was ihre effektive
Konzentration erhoht.

Das AusmaB, in dem die effektive Molaritit der DNA-
gebundenen reaktiven Gruppen bei der DNA-Hybridisierung
steigt, kann prinzipiell von mehreren Faktoren abhéngen.
Erstens sind die absoluten Konzentrationen der Reaktanten
wesentlich. Um eine DNA-gestiitzte Reaktion mit einem
hohen Verhiltnis von Templat- zu nicht-Templat-gestiitzter
Produktbildung ablaufen zu lassen, miissen die Reaktanten
einerseits ausreichend verdiinnt sein (typischerweise nM bis
puM), um intermolekulare Reaktionen in signifikantem
Umfang zu unterbinden, und andererseits ausreichend kon-
zentriert sein, um eine effiziente Hybridisierung komplemen-
tdrer Oligonucleotide zu ermoglichen. Zweitens kann die
Prézision, mit der die reaktiven Gruppen in einer DNA-
dhnlichen Konformation ausgerichtet werden, die Zunahme
der effektiven Molaritét bei der Hybridisierung beeinflussen.
Es ist beispielsweise denkbar, dass nur solche Reaktionen fiir
die DTS geeignet sind, deren Ubergangszustand mit der
Konformation von doppelstrangiger DNA konsistent ist.
Neuere Studien haben die Bedeutung jedes dieser Faktoren
untersucht und dabei den Anwendungsbereich der DNA-
gestiitzten organischen Synthese aufgezeigt. Zusétzliche Fak-
toren, die die effektive Molaritét reaktiver Gruppen in der
DTS beeinflussen, werden in Abschnitt 3 analysiert.

2.1. Nucleinsdure-gestiitzte Synthesen von Nucleinsduren und
Nucleinscdureanaloga

In der Nucleinsiure-gestiitzten Synthese wurden vor etwa
dem Jahr 2000 vorwiegend DNA- oder RNA-Template fiir
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Angewandte

Ligationsreaktionen verwendet, die DNA- und RNA-Oligo-
mere oder Strukturanaloga von Nucleinsduren generierten
(Abbildung 4).1142+-41.70.8384 D bereits mehrere ausgezeich-
nete Veroffentlichungen iiber die DTS von Nucleinsduren
und deren Analoga existieren,*"¥"#>¢!l fithren wir im Fol-
genden nur wenige Schliisselbeispiele auf. In diesen Féllen
waren die reaktiven Gruppen iiblicherweise Funktionalitédten,
die bereits in den Oligonucleotiden oder Oligonucleotidana-
loga vorhanden waren, die Linker fehlten oft und als Tem-
platarchitektur wurde eine verwendet, bei der die Reaktion
meist im Zentrum eines Einzelstrangbruchs (Nicks) im DNA-
Doppelstrang stattfand (Abbildung 3b). Die reaktiven Grup-
pen in diesen Beispielen imitieren die Struktur des DNA-
Riickgrats wihrend der Produktbildung.

Der erste Bericht tiber eine Nucleinsdure-gestiitzte Nu-
cleotidligation stammt von Naylor und Gilham aus dem Jahr
1966;1"% sie beschrieben, dass ein Poly(A)-Templat die Bil-
dung einer nativen Phosphodiesterbindung zwischen der
Carbodiimid-aktivierten 5'-Phosphateinheit von (pT), und
der 3'-Hydroxygruppe eines zweiten (pT)s-Molekiils in 5%
Ausbeute bewirkte. Eine Reihe weiterer DNA- oder RNA-
gestiitzter Oligonucleotidsynthesen wurde seither beschrie-
ben (Abbildung 4), z.B. Orgels Pionierarbeiten zur Nuclein-
sdure-gestiitzten Phosphodiesterbildung zwischen 2-Methyl-
imidazol-aktivierten Nucleinsduremonomeren und -oligome-
ren (Abbildung 4a),!%% Nielsons und Orgels RNA-gestiitz-
te Amidbildung zwischen PNA-Oligomeren (Abbil-
dung 4£),?  Joyces  DNA-gestiitzte  Peptid-DNA-
Konjugation (Abbildung 4d),® von Kiedrowskis Carbodi-
imid-aktivierte DNA-Kupplung®' und Amplifikation von
Phosphoramidat enthaltender DNA (Abbildung 4¢),!'¥
Lynns DNA-gestiitzte reduktive Aminierung und Amidbil-
dung zwischen modifizierten DNA-Oligomeren (Abbil-
dung 4b),B1-3%8384 Eschenmosers Nucleinsidure-gestiitzte Li-
gation von TNAs®! sowie Letsingers und Kools DNA- und
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Abbildung 4. Reprisentative DNA-gestiitzte Synthesen von Oligonucleotidanaloga.! =" LG: Abgangsgruppe.
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RNA-gestiitzte Phosphothioester- und Phosphoselenoester-
bildung (Abbildung 4¢).2*=3%44  Qligonucleotidanaloga
werden auch als Template fiir Nucleotidligationen eingesetzt.
Orgel et al. verwendeten HNA, eine nichtnatiirliche Nucle-
insdure, die eine Hexose als Zuckereinheit enthilt (siehe
Abbildung 16), als Templat fiir die Ligation von RNA-
Monomeren durch Kupplung aktivierter Phosphate,”” wih-
rend Eschenmoser et al. zeigten, dass nichtnatiirliche Pyra-
nosyl-RNA als Templat fiir die Kupplung komplementérer
Pyranosyl-RNA-Tetramere durch Phosphoumesterung mit
2',3’-cyclischen Phosphaten eingesetzt werden kann.!
Zusitzlich zu den Analoga des Phosphoriboseriickgrats
sind auch Produkte, die die Struktur von gestapelten aroma-
tischen Nucleobasen imitieren, mithilfe der DTS hergestellt
worden (Abbildung 5). Die photoinduzierte [242]-Cycload-

N

-

Abbildung 5. DNA-gestiitzte photoinduzierte [242]-Cycloadditionen.* "

4960

dition, meist an der C5-C6-Doppelbindung von Pyrimidinen,
war die héufigste Reaktion bei der DTS von Basenanaloga.
Eines der ersten Beispiele war die von Lewis und Hanawalt
beschriebene DNA-gestiitzte Bildung eines Thymindimers
durch Bestrahlung bei > 290 nm.”!! Uber die DNA-gestiitzte
Photoligation zwischen Thymidin und 4-Thiothymidin wurde
ebenfalls berichtet (Abbildung 5a).”) Weitere photoreaktive
Gruppen, die in DNA-gestiitzten [242]-Cycloadditionen
Verwendung fanden, waren Cumarin,”® Psoralen®”! und
Stilben.” 1%l Kiirzlich beschrieben Fujimoto, Saito et al.
eine reversible DNA-gestiitzte Photoligation/Photospaltung
durch [242]-Cycloaddition zwischen benachbarten Pyrimi-
dinbasen, von denen eine mit einer 5-Vinylgruppe modifiziert
war (Abbildung 5b).1%0

Die Produkte der oben beschriebenen Nucleotidligatio-
nen sind dem Nucleinsdureriickgrat strukturell verwandt und
bewahren {iiblicherweise den Abstand von sechs Bindungen
zwischen den Nucleotideinheiten oder die relative Anord-
nung benachbarter aromatischer Basen. Eine implizite An-
nahme dieser Untersuchungen ist, dass die DNA-gestiitzte
Reaktion dann effizient verldauft, wenn die DNA-gebundenen
reaktiven Gruppen benachbart sind und der Ubergangszu-
stand der Reaktion strukturell der nativen DNA &hnelt.

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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2.2. DNA-gestiitzte Synthese von dem DNA-Riickgrat strukturell
nicht verwandten Produkten

Wihrend die strukturelle Ahnlichkeit zum DNA-Riick-
grat die effektive Konzentration der Templat-organisierten
Reaktanten maximieren diirfte, schriankt sie die Vielfalt der
Strukturen und potenziellen Eigenschaften der Produkte
Nucleinsédure-gestiitzter Reaktionen erheblich ein. Die Ver-
wendung der DTS fiir die Synthese von Strukturen, die nicht
unbedingt Nucleinsduren gleichen, ist daher von besonderem
Interesse, und sie ist seit 2001 zu einem zentralen Thema der
Forschung im Bereich der Templat-gestiitzten Synthese ge-
worden.

Unsere Gruppe testete die strukturellen Anforderungen
der DTS anhand DNA-gestiitzter Reaktionen, die Produkte
erzeugen, die dem DNA-Riickgrat nicht
gleichen.* Fiir eine Reihe konjugierter
Additions- und Substitutionsreaktionen
zwischen einer Vielzahl an nucleophilen
und elektrophilen Gruppen (Abbildung 6)
fanden wir einen effizienten Reaktionsver-
lauf bei absoluten Reaktantenkonzentratio-
nen von 60 nm.*! Dagegen wurden keine
Produkte gebildet, wenn die Sequenzen der
Oligonucleotid-Reaktanten nicht zueinan-

""""" Guanin . .
der passten (Nichtkomplementaritit). Aus
diesen Ergebnissen lieB sich folgern, dass
die effektive Molaritdt von zwei an eine
............... Adenin DNA-Doppelhelix gebundenen reaktiven

Gruppen ausreichend hoch sein kann, um
niitzliche Reaktionsgeschwindigkeiten zu
erhalten, auch wenn sie nicht in einer
DNA -ihnlichen Konformation vorliegen.!
Diese Schlussfolgerung ist in Einklang mit
einem einfachen geometrischen Modell der
effektiven Molaritdt. So kann die Platzie-
rung zweier reaktiver Gruppen in einem Abstand von <10 A
— erreichbar durch ihre Anbindung an die 5'- und 3'-Enden
hybridisierter Oligonucleotide — zu einer effektiven Molaritét
von > 1w fiihren.

Wir verglichen auch die Eignung zweier DNA-Templat-
architekturen fiir die DTS: Eine Haarnadel-Templatarchi-
tektur (A+BB’A’, eine geschlossene Form der A+B+A'B'-
Architektur, die eine kovalente Bindung des Produkts an das
Templat erlaubt, siche Abbildung 3 ¢) und eine lineare A+A'-
Templatarchitektur (Abbildung 3d) waren in der Lage, eine
effiziente Produktbildung zu vermitteln.* Die A+A’-Archi-
tektur ist besonders attraktiv, da hier die Reaktanten am
einfachsten herzustellen sind. Zudem ist ein Einfluss des
Oligonucleotidteils der A+A’-Architektur auf den Ausgang
der DTS iiber eine einfache Modulation der effektiven
Molaritit hinaus weniger wahrscheinlich als bei einer Haar-
nadelstruktur oder einer A+B+A'B’-Anordnung, bei der der
Reaktionsbereich auf beiden Seiten von DNA flankiert wird
(siehe Abschnitt 5.3).

Nach der Entdeckung, dass DNA-Ahnlichkeit keine
Voraussetzung fiir eine effiziente DTS ist, erweiterte unsere
Gruppe den Anwendungsbereich der DTS um eine Vielzahl
an Reaktionen, von denen die meisten bis dahin nicht fiir

Angew. Chem. 2004, 116, 4956 — 4979
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Heck-Kupplung war das erste Beispiel einer DNA-
gestiitzten Organometallreaktion. Czlapinski und
Sheppard bschrieben die DTS von Metallosalenen
(Abbildung 7):*! Zwei an Salicylaldehyd gebundene
DNA-Stringe wurden durch ein komplementéres
DNA-Templat in der A+B+A'B’-Architektur zusam-

il

Abbildung 7. DNA-gestiitzte Bildung von Metallosalen-DNA-
Konjugaten (M = Ni** oder Mn?*).

mengebracht. Das Metallosalen bildete sich in Ge-
genwart von Ethylendiamin und Ni** oder Mn**.

i o
panzalicn. D?{H‘ n,@)LH"‘E £y H)__Q_{,O Gothelf, Brown et al. nutzten kiirzlich diese Reaktion
bildung!12] Snn gTOH T H iy HN zum DNA-gestiitzten Aufbau von linearen und ver-

" . £ zweigten Konjugatstrukturen (sieche Abschnitt 3.3).1%%!

Mitro-Aldal T Wyt n=2 o ne:D ; 3 Insgesamt haben diese Untersuchungen schliissig
{Henry)i#l S_ﬁ i o H i ”O L gezeigt, dass eine DTS mit sequenzspezifischer Steue-
5 9 rung der effektiven Molaritdt auch moglich ist, wenn

Nitro- TN g Q 1 ) die Strukturen der Reaktanten und Produkte der von
Michae!3 S_E N2 i Fon Nucleinséduren nicht gleicht. Das Feld der Reaktionen,
o en % -0 deren Kompatibilitidt mit der DTS inzwischen bekannt

Wittig- = ,.U.?F'nt-Pn N 2 o y HN 1§t, ist verglichen mit dem Kor.npfandlum an konven-
Olefinierung!*! th H 9—@—/—% tionellen Synthesemethoden, die in den vergangenen
b 2k zwei Jahrhunderten entwickelt wurden, zwar nur

5 ot " 0L Ony-Mo méaBig g.rOB, aber es ist ausreichend vielfiltig, um die

1,3-Nitron- ﬁ—NJH’H g 4 durch einen DNA-Strang gesteuerte Synthese kom-

Cycloadditionl*d H 'N*- a 3 SN a | plexer und diverser synthetischer Strukturen zu er-

Me™ 0" ¥ moglichen (sieche Abschnitte 3.2 und 3.3).
Huisgen- 0 P i N2

Cycloaddition45l S-HJl""'N“ N LE)F”;\L[‘

N 2.3. DNA-gestiitzte Transformationen funktioneller
Heck- R gﬁo UQ—@J&“}, Gruppen
Kupplung!*l 5‘&*@\ i N o

Abbildung 6. DNA-gestiitzte Reaktionen, die Produkte liefern, die nicht Nucle-

otiden dhneln. 144446102

Nucleinsiure-gestiitzte Formate beschrieben waren. [
Konjugierte Additionen von Thiolen und Aminen an Male-
imide und Vinylsulfone, Sy2-Reaktionen, Aminacylierungen,
reduktive Aminierungen,**! Cul-vermittelte Huisgen-Cy-
cloadditionen”! und die Oxazolidinbildung!'®® verliefen mit
einem DTS-Format, das die A+A’-Templatarchitektur
nutzte, effizient und sequenzspezifisch (Abbildung 6).
Ferner wurden zahlreiche niitzliche C-C-Verkniipfungsreak-
tionen erfolgreich in das DTS-Format libertragen, darunter
die Nitro-Aldol-Addition (Henry-Reaktion), die Nitro-Mi-
chael-Addition, die Wittig-Olefinierung, die Heck-Kupplung
und die 1,3-dipolare  Nitron-Cycloaddition (Abbil-
dung 6).** Zu diesen Umsetzungen gehorten die ersten
Nucleinsdure-gestiitzten C-C-Kupplungen, die nicht auf einer
photoinduzierten Cycloaddition beruhten. Die Pd-vermittelte
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In den bisher beschriebenen Umsetzungen wurde
die DNA-Hybridisierung zur Kupplung zweier DNA-
gebundener reaktiver Gruppen verwendet. Doch nicht
nur Kupplungsreaktionen sind wegen ihrer Bedeutung
fiir das Erzeugen von Komplexitédt in synthetischen
Molekiilen wichtig, sondern auch Transformationen funktio-
neller Gruppen sind wichtige Bestandteile der organischen
Synthese. Einige DNA-gestiitzte Transformationen funktio-
neller Gruppen wurden in letzter Zeit bekannt.

Ma und Taylor katalysierten mit einem DNA-Oligonu-
cleotid mit einer 5'-Imidazolgruppe die DNA-gestiitzte Hy-
drolyse eines 3'-p-Nitrophenylester-Oligonucleotids unter
Verwendung der A+B+A'B’-Architektur (Abbildung 8a)."
Das Primdrprodukt der Reaktion, ein Imidazolylamid, das an
beiden Enden an DNA gebunden ist, hydrolysiert rasch zur
freien Carbonsédure. Das Endresultat dieser Reaktion ist die
DNA-gestiitzte Transformation eines p-Nitrophenylesters in
eine Carbonsdure. Ma und Taylor zeigten, dass das Templat
nach der Esterhydrolyse vom produktgebundenen DNA-
Strang dissoziieren und an weiteren Katalysezyklen mit
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anderen Ester-Oligonucleotiden teilnehmen kann. Brunner,
Kramer et al. entwickelten kiirzlich eine konzeptionell ver-
wandte DNA-gestiitzte Tranformation funktioneller Grup-
pen, die DNA-Template zur Vermittlung einer Cu**-kataly-
sierten Arylesterspaltung einsetzt (Abbildung 8b).1%! In
diesem ersten Beispiel einer Templat-gestiitzten Katalyse
unter Beteiligung eines DNA-gebundenen Metallkomplexes
werden DNA-Arylester in Alkohole iiberfiihrt.

3. Erweiterung der Maéglichkeiten der
DNA-gestiitzten Synthese

Gemeinsam mit den oben erwihnten Bemithungen, mehr
Reaktionen fiir die Nucleinsdure-gestiitzte Synthese zu ad-
aptieren, haben neuere Erkenntnisse und Entwicklungen die
Moglichkeiten der DTS signifikant erweitert. Dazu gehoren
1) die DTS zwischen weit voneinander entfernten reaktiven
Gruppen, 2) die mehrstufige DTS, bei der das Produkt einer
DNA-gestiitzten Reaktion so verdndert wird, dass es als
Ausgangsmaterial fiir einen weiteren DNA-gestiitzten Schritt
dient, 3) das Design neuer Templatarchitekturen, die die Zahl
an Reaktionen, die im DNA-gestiitzten Format durchgefiihrt
werden konnen, vergrofern, 4) die durch doppelstringige
DNA gestiitzte Synthese und 5) neue Modi einer Reaktivi-
tdtssteuerung durch die DTS, die nicht mit konventionellen
Synthesemethoden erreicht werden konnen.

3.1. Abstandsunabhcdingige DNA-gestiitzte Synthese

Die Fahigkeit der DNA-Hybridisierung, die Synthese von
Molekiilen zu unterstiitzen, die dem DNA-Riickgrat nicht
strukturverwandt sind, weist darauf hin, dass die rdumliche
Néhe funktioneller Gruppen moglicherweise fiir eine effizi-
ente DTS nicht notwendig ist. Unsere Gruppe untersuchte die
Effizienz einfacher DNA-gestiitzter konjugierter Additionen
und nucleophiler Substitutionen als Funktion der Zahl der
zwischen den hybridisierten reaktiven Gruppen eingefiigten

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Einzelstrang-Templatbasen (Abbildung 9).1*
Uberraschenderweise énderte sich bei beiden Re-
aktionen die Geschwindigkeitskonstante zweiter
Ordnung nicht wesentlich, wenn die Absténde
zwischen den hybridisierten reaktiven Gruppen
zwischen einer und dreiBig Basen variierten (Ab-
bildung 9). Reaktionen, die dieses Verhalten
zeigen, wurden ,abstandsunabhingig® genannt.
Der Austausch der eingefiigten FEinzelstrang-
DNA-Basen gegen DNA-Analoga oder Doppel-
strang-DNA zeigte, dass eine effiziente DTS iiber
groBe Abstdnde eine flexible eingefiigte Region
bendtigt, aber nicht die spezifische Struktur des
DNA-Riickgrats. Ein signifikanter Teil der DNA-
gestiitzten Reaktionen, die wir bislang untersucht
haben, zeigt zumindest eine gewisse Abstandsun-
abhingigkeit.[**]

A e

= I\'{.C:'\|GCTT—'\.=\-
o 0 TG G-T-AC-GAAT-T...3
= P
4]

A+BBA-Architektur

/—\dl
Ko Koo KoK= X

X KN X5
/‘"‘T-G-G-T-A-C-G-A-A—T-T—C-G-A-C T-C-G-G-G-.. 3
- -

0 n Basen

Abbildung 9. Abstandsunabhingige DNA-gestitzte Synthese. a) Zwei
Architekturen, die die abstandsunabhingige DTS unterstiitzen kénnen.
b) Eine DTS-Reaktion ist abstandsunabhingig, wenn eine ganze Reihe
von n-Werten die Produktbildungsgeschwindigkeit kaum beein-
flusst.1**4

Die abstandsunabhingige DTS gibt angesichts der erwar-
teten Verringerung der effektiven Molaritit als Funktion des
Abstands sowie der altbekannten Schwierigkeiten bei der
Makrocyclensynthese zunichst Ritsel auf,'*'%! kann aber
teilweise mit der Fahigkeit der DNA-Hybridisierung erklért
werden, die effektive Molaritiit bis zu dem Punkt zu erhohen,
an dem die Bindungsbildung fiir einige Reaktionen nicht
mehr geschwindigkeitsbestimmend ist. In der Tat haben
anschlieSende Studien gezeigt, dass die DNA-Hybridisierung
und nicht die Bildung kovalenter Bindungen zwischen den
reaktiven Gruppen in der abstandsunabhingigen DTS ge-
schwindigkeitsbestimmend ist.*/ Weitere Faktoren, die zur
effizienten DTS iiber groe Entfernungen beitragen, werden
in Abschnitt 5.1 diskutiert.
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3.2. Mehrstufige DNA-gestiitzte Synthese

Synthetische Molekiile mit niitzlicher Komplexitit
werden tiiblicherweise in mehrstufigen Synthesen erhalten.
Die Entdeckung der abstandsunabhingigen DTS war ein
wichtiger Beitrag zur DNA-gestiitzten Synthese komplexer
synthetischer Strukturen, da sie die Wahrscheinlichkeit
erhoht, dass ein einziges DNA-Templat zur Steuerung meh-
rerer chemischer Reaktionen an schrittweise komplexeren
Produkten eingesetzt werden kann.

Unsere Gruppe erreichte dieses Ziel durch die Entwick-
lung einer Reihe von Linker-Molekiilen und Reinigungsstra-
tegien, die es ermoglichen, das Produkt einer DNA-gestiitz-
ten Reaktion in weiteren DNA-gestiitzten Schritten einzu-
setzen. Die grofften Herausforderungen waren dabei die
Entwicklung einer generell anwendbaren Methode fiir die
Trennung des DNA-Teils des DTS-Reagens vom Produkt der
Reaktion nach Beendigung der DNA-gestiitzten Kupplung
(Abbildung 10) und die Entwicklung von geeigneten Metho-
den fiir die wéssrige Synthese im pmol-Malstab, die eine
spatere Reinigung des Produkts der DNA-gestiitzten Reak-
tion von unumgesetzten Templatmolekiilen und Reagentien
erlauben.

Wir nutzten unsere Ergebnisse, indem wir DNA-Template
mit drei Zehn-Basen-Codierungsregionen fiir drei Folge-

Jnarbenfreier” Linker nutzlicher ,vernarbter” Linker
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Abbildung 10. Drei Linker-Strategien fur die DTS.*”! Die Spaltung eines
shiitzlichen vernarbten Linkers“ erzeugt eine funktionelle Gruppe, die
in Folgeumsetzungen als Substrat dient. Ein ,,narbenfreier Linker* wird
ohne die Einfithrung unerwiinschter Funktionalitit gespalten. Die Spal-
tung eines ,selbstspaltenden Linkers“ ist eine natiirliche Folge der Re-
aktion.
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schritte zweier mehrstufiger DNA-gestiitzter Synthesen ein-
setzten (Abbildung 11).4”" Auf diese Weise wurden ein nicht-
natiirliches Tripeptid in drei aufeinander folgenden DNA-
gestiitzten ~ Aminacylierungsreaktionen (Abbildung 11a)
sowie ein verzweigter Thioether in einer DNA-gestiitzten
Reaktionsserie aus Aminacylierung, Wittig-Olefinierung und
konjugierte Addition (Abbildung 11b) erzeugt. Diese Studi-
en repriasentieren die ersten Beispiele einer mehrstufigen
Translation von DNA in synthetische niedermolekulare Pro-
dukte.

Nach diesen Synthesen hat die Entwicklung weiterer
DNA-gestiitzter Reaktionen, Linker-Strategien und Templat-
architekturen (siche Abschnitt 3.3) zur mehrstufigen DTS
von zunehmend anspruchsvolleren Strukturen gefiihrt. So
nutzten wir die kiirzlich beschriebene DNA-gestiitzte Ox-
azolidinbildung, einen neuen Thioester-Linker und die Tem-
platarchitektur der zweiten Generation, die in Abschnitt 3.3
vorgestellt wird, zur Translation von DNA-Templaten in
mono- und makrobicyclische N-Acyloxazolidine (sieche Ab-
bildung 13).1°71 Auch wenn die ersten Produkte der mehrstu-
figen DTS gegeniiber denen konventioneller organischer
Synthesen eine eher méfige Komplexitidt aufweisen, deuten
diese Beispiele doch schon darauf hin, dass hinreichend
komplexe und strukturell verschiedenartige Verbindungen
mit interessanten biologischen oder chemischen Eigenschaf-
ten mithilfe der DNA-gestiitzten Synthese erzeugt werden
konnen.

3.3. Neue Templatarchitekturen fiir die DNA-gestiitzte Synthese

Die bisher beschriebenen DNA-gestiitzten Reaktionen
verwendeten eine von drei Templatarchitekturen (siche Ab-
bildung 3): A+A’, A+B+A'B’ oder die Haarnadelform der
letzteren (A+BB’A’). Die Vorhersagbarkeit von DNA-Se-
kundarstrukturen legt jedoch das rationale Design weiterer
Templatarchitekturen nahe, die die Moglichkeiten der DTS
ausweiten.

Die Abstandsabhingigkeit einiger DNA-gestiitzter Re-
aktionen (z.B. dipolarer Nitron-Olefin-Cycloadditionen oder
reduktiver Aminierungen) begrenzt ihre Anwendung in der
mehrstufigen DTS, da die drei aufgelisteten Templatarchi-
tekturen maximal Raum fiir eine abstandsabhingige Reak-
tion bieten (unter Verwendung der Templatbasen, die den
reaktiven Gruppen unmittelbar benachbart sind). Unsere
Gruppe entwickelte eine neue Templatarchitektur, mit der
eigentlich abstandsabhéngige Reaktionen effizient verlaufen,
selbst wenn sie durch Templatregionen codiert werden, die
weit entfernt von den aktiven Gruppen des Templats liegen.
Wir iiberwanden die Abstandsabhéngigkeit durch die Ver-
wendung von drei bis fiinf konstanten Basen am reaktiven
Ende des Templats, die zu einer kleinen Zahl konstanter
Basen am reaktiven Ende des DNA-gebundenen Reagens
komplementir sind (Abbildung 12)." Diese Anordnung, die
Omega(Q)-Architektur, ermoglichte erfolgreiche abstands-
abhéngige Reaktionen, auch wenn sich die codierenden
Basen weit entfernt vom reaktiven Ende des Templats
befanden. Wichtig ist dabei, dass die Sequenzspezifitit in
der Q-Architektur trotz des Vorliegens invarianter komple-
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Abbildung 11. Mehrstufige DNA-gestiitzte Synthese von a) einem synthetischen Tripeptid und b) einem verzweigten Thioether. Nur eines der mog-

lichen Regioisomere der Thioladdition ist in (b) gezeigt. R'=CH,Ph; R*=

lin-1-sulfonyl.*)

mentédrer Basen in der Néhe der reaktiven Gruppen erhalten
bleibt, da der Energiegewinn aus der Hybridisierung der
konstanten Basen kaum den Entropieverlust ausgleicht, der
aus dem Ordnen der zwischen den reaktiven Gruppen
eingefiigten Basen resultiert (Abbildung 12a)."! Prinzipiell
erlaubt die Q-Architektur die Codierung jeder DNA-gestiitz-
ten Reaktion an beliebiger Stelle auf einem Templat mit
ghnlicher Liange wie die beschriebenen (bis etwa 40 Basen).

Eine zweite von uns entwickelte Templatarchitektur
ermoglicht die DNA-gestiitzte Reaktion dreier reaktiver
Gruppen in einem einzigen Schritt."" Die effiziente Reaktion
von drei Gruppen, die an einer Stelle des DNA-Templats
lokalisiert sind, ist bei den A+4+A’-, A+B+A'B’- oder
A+BB’A’-Templatarchitekturen schwierig, da eine DTS zwi-
schen reaktiven Gruppen, die durch doppelstringige Tem-
plat-Reagens-Komplexe getrennt sind, durch die Starrheit
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(CH,),NH-dansyl; R*= (CH,),NH,; dansyl = 5-(Dimethylamino)naphtha-

doppelstriangiger DNA inhibiert wird (Abbildung 12b).1*
Die Verlegung der reaktiven Gruppe auf dem Templat von
dessen Ende zur Nicht-Watson-Crick-Seite eines Nucleotids
in der Mitte ermdglicht zwei DNA-gestiitzte Reaktionen
zwischen drei reaktiven Gruppen in einem einzigen DTS-
Schritt (Abbildung 12a und ¢). Diese ,, T“-Architektur wurde
genutzt, um ein Zimtsdureamid in einem Schritt in einer
DNA-gestiitzten Substitutionsreaktion und Wittig-Olefinie-
rung aus DNA-gebundenen Phosphan-, a-lodamid- und
Aldehydeinheiten herzustellen und um mithilfe einer Amin-
acylierung und Cu'-katalysierten Huisgen-Cycloaddition ein
Triazolylalanin aus DNA-gebundenen Amin-, Alkin- und
Azideinheiten aufzubauen (Abbildung 12¢).*! Da einige
DNA-Polymerasen, die in der PCR verwendet werden,
gegeniiber Templat-Anhéngen auf der Nicht-Watson-Crick-
Seite von Nucleotiden tolerant sind,' kann die gesamte
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Abbildung 12. Architekturen fiir die DNA-gestiitzte Synthese. a) Reprisentative Beispiele fiir die A+A’-, A+BB'A’'(Haarnadel)-, Q- und T-Architektur.
b) Doppelstringige Templatregionen kénnen multiple DNA-gestiitzte Reaktionen auf einem einzelnen Templat in einem Schritt verhindern.
c) Zwei DNA-gestiitzte Reaktionen auf einem einzelnen Templat in einer Lésung, vermittelt durch die T-Architektur.* d) Ein Y-férmiges Templat

vermittelt die dreifache Hydrazonbildung."®

Information eines T-Architekturtemplats mittels PCR ampli-
fiziert werden.

Diese beiden Templatarchitekturen der zweiten Genera-
tion waren essenzielle Komponenten der kiirzlich beschrie-
benen mehrstufigen DNA-gestiitzten Synthese von monocy-
clischen und bicyclischen N-Acyloxazolidinen (Abbil-
dung 13).'””) Ausgehend von einem eine Amineinheit tragen-
den T-Templat nutzten wir die Q-Architektur fiir eine DNA-
gestiitzte Aminacylierung iiber groBe Entfernung zur Her-
stellung T-gebundener Aminoalkohole. Im zweiten Schritt
erfolgte die DNA-gestiitzte Oxazolidinbildung durch die
Anlagerung DNA-gebundener Aldehyde an den 3’-Arm des
den Aminoalkohol tragenden T-Templats. Die Instabilitét der
gebildeten Oxazolidine machte es erforderlich, dass die
Oxazolidin-N-Acylierung im gleichen Schritt wie die Oxazo-
lidinbildung erfolgte. Die DNA-gestiitzte N-Acylierung des
Oxazolidins wurde daher iiber den 5-Arm des T-Templats
gesteuert. Die Linker- und Reinigungsstrategien, darunter die
Verwendung von Sulfon- und Thioesterspaltung sowie eine
auf Biotin basierende Affinitdtsbindung und -freisetzung,
ergab das DNA-gebundene N-Acyloxazolidin in Abbil-
dung 13a.1%! Eine modifizierte Version dieser Synthese auf
der Basis von Sulfon-, Phosphan- und Diol-Linkern, die mit
einer Wittig-Makrocyclisierung endet, ergab das in Abbil-
dung 13b gezeigte bicyclische N-Acyloxazolidin.""?

Eckardt, von Kiedrowski et al. kombinierten kiirzlich ein
verzweigtes, Y-formiges DNA-Templat mit drei komplemen-
tdren, Hydrazideinheiten tragenden Oligonucleotiden und
freiem Trimesaldehyd zur simultanen DNA-gestiitzten Syn-
these von drei Hydrazoneinheiten (Abbildung 12d).'*! Die
verzweigte Form des Templats wurde in das Y-formige
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Produkt kopiert, was die Nucleinsdure-gestiitzte Replikation
einer nichtlinearen Konnektivitit demonstrierte. Die voll-
stindige Sequenzinformation und Konnektivitdt eines ver-
zweigten Templats kann jedoch nicht einfach mittels Poly-
merase-gestiitzter Reaktionen wie der PCR kopiert werden,
weshalb solche Template besser fiir die Replikation von
verzweigten Strukturen geeignet sein mogen als fiir Anwen-
dungen, die die Decodierung der vollstdndigen Templat-
information verlangen (siche Abschnitt 6). Die Y-Templat-
architektur wurde auch von Gothelf, Brown et al. genutzt, um
verzweigte, durch Metallosalen-Einheiten verkniipfte konju-
gierte Polyene aufzubauen.!'"”

Die sechs beschriebenen Templatarchitekturen (A+A’,
A+B+A'B’, A+BB’A’ (Haarnadel), Q, T und Y) sind wich-
tige Entwicklungen in der DTS, weil sie eine groere Vielfalt
an Anordnungen von Templatsequenzen und reaktiven
Gruppen verfiigbar machen, die zu effizienter DNA-gestiitz-
ter Produktbildung fithren. In einigen Fillen!'""™ ist die
Synthese des Produkts nur unter Verwendung einer spezifi-
schen Templatarchitektur moglich. Die Moglichkeit, neue
DNA-Architekturen in vorhersagbarer Weise zu erzeu-
gen, "8 [5sst darauf schlieBen, dass zunehmend ausgefeil-
tere Templatarchitekturen die Moglichkeiten der DTS immer
mehr erweitern werden.

3.4. Durch doppelstringige DNA gestiitzte Synthese
In allen bisher angefiihrten Beispielen wurden einzel-
stringige Template durch Watson-Crick-Paarung mit kom-

plementiren Oligonucleotiden hybridisiert, an die die reak-
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Abbildung 13. Translation von DNA in N-Acyloxazolidine. Weg (a): mehrstufige DNA-gestiitzte Synthese eines monocyclischen N-acylierten Oxazo-

lidins; Weg (b): mehrstufige DNA-gestiitzte Synthese eines bicyclischen N-acylierten Oxazolidin

tiven Gruppen gebunden sind. Doppelstriangige DNA kann
ebenfalls als Templat fiir die DTS dienen, indem entweder die
grof3e oder die kleine Furche zum Binden der Reaktanten
genutzt wird.""™'®! Luebke und Dervan beschrieben die
durch doppelstringige DNA gestiitzte 3',5'-Phosphodiester-
bildung zwischen zwei DNA-Oligomeren, deren Design die
benachbarte Bindung in der groen Furche eines doppel-
stringigen Templats durch Hoogsteen-Basenpaarung erlaub-
te."”! Die entstehende Triplex-DNA unterscheidet sich von
den Produkten der DNA-gestiitzten Nucleinsduresynthese
aus Abschnitt 2.1 insofern, als die Sequenz des dritten
Stranges weder identisch mit noch komplementdr (in Sinne
einer Watson-Crick-Paarung) zu der des Templats ist.

Li und Nicolaou entwickelten ein selbstreplizierendes
System, das sowohl doppel- als auch einzelstrangige DNA fiir
die Bildung von Phosphodiestern nutzt (Abbildung 14a).
Eine A+A’-Doppelhelix als Templat ermoglichte die Syn-
these eines dritten Stranges durch Triplex-Bildung. Da A eine
palindrome Sequenz hatte, war der erhaltene dritte Strang
mit A identisch. Das neu synthetisierte A dissoziierte vom

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

102

A+A’-Duplex und steuerte anschlieBend die Bildung des
Komplementirstranges A’ aus zwei kleineren Oligonucleoti-
den, um als A+A’-Duplex der zweiten Generation fiir eine
neue Replikationsrunde zur Verfiigung zu stehen. Fiir
diesen Zyklus ist es erforderlich, dass die zu replizierende
Sequenz palindrom ist, damit der dritte Strang mit einem der
beiden Doppelstriange identisch ist. Wie bei allen Triplex-
gestiitzten Systemen sind auch hier nur Homopurin:Homo-
pyrimidin-Template einsetzbar.

Eine durch die Bindung an die kleine anstelle der grof3en
Furche vermittelte Doppelstrang-DNA-gestiitzte Synthese
wurde kiirzlich von Poulin-Kerstien und Dervan beschrie-
ben."™ Haarnadel-Polyamide, die N-Methylpyrrol- und N-
Methylimidazoleinheiten enthalten, sind bekannt fiir ihre
sequenzspezifische Bindung an die kleine Furche doppel-
strangiger DNA.['"] Benachbarte Haarnadel-Polyamide mit
einer Azid- bzw. Alkin-Funktionalitit bilden in einer Dop-
pelstrang-DNA -gestiitzten Huisgen-Cycloaddition!'?** ein
verzweigtes Polyamid, das beide Bindungsstellen der kleinen
Furche verbindet und eine hohere Affinitit aufweist als jeder
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Abbildung 14. DNA-gestiitzte Synthese mit doppelstringiger DNA.

a) Replikation einer palindromen doppelstrangigen DNA mithilfe von
Einzel- und Doppelstrang-DNA-gestiitzter Phosphodiesterbildung.!
b) Doppelstrang-DNA-gestiitzte Dimerisierung von Polyamiden durch
sequenzspezifische Bindung an die kleine Furche einer Doppelhelix.'”

der Polyamid-Reaktanten (Abbildung 14b). Die Reaktion ist
stark abstandsabhingig, was mit der Starrheit des doppel-
strangigen Templats — im Gegensatz zur Flexibilitidt einzel-
stringiger DNA, die eine abstandsunabhingige DTS erlaubt
—in Einklang ist."! Diese Abstandsabhiingigkeit kann bei der
Selbstorganisation kleiner Molekiile, die sequenzspezifisch an
doppelstrangige DNA binden, hilfreich sein, da sowohl der
Abstand zwischen den Bindungsstellen als auch deren Se-
quenzen optimal fiir eine effiziente Kupplung sein miissen.

12 Reaktanten

Angewandte

3.5. Neue Modi zur Steuerung der Reaktivitdt durch
DNA-gestiitzte Synthese

In lebenden Systemen ermdoglicht die Verwendung der
effektiven Molaritit eine Steuerung chemischer Reaktionen,
wie sie in der konventionellen Laborsynthese nicht moglich
ist. So werden primidre Aminogruppen wiahrend der Peptid-
biosynthese acyliert, bilden im Verlauf biosynthetischer Al-
dolreaktionen Imine und fungieren in Ammonium-Lyase-
katalysierten FElimierungen als Abgangsgruppe — alles in
derselben Losung und in einer substratspezifischen Weise. Im
Gegensatz dazu konnen unter konventionellen Synthesebe-
dingungen Aminacylierung, Iminbildung und Amineliminie-
rung ohne eine rdumliche Trennung der jeweiligen Reaktan-
ten nicht simultan und in kontrollierter Weise durchgefiihrt
werden.

Mithilfe der DTS sind auch mehrere, sonst inkompatible
Reaktionen synthetischer Molekiile mit funktionellen Grup-
pen dhnlicher Reaktivitét in derselben Losung moglich. Wir
zeigten diese Art der Reaktivitétssteuerung anhand dreier (in
einer Losung durchgefiihrten) Reaktionen mit Maleimiden
(Aminaddition, Thioladdition und Nitro-Michael-Addition),
die ausschlieBlich drei sequenzprogrammierte Produkte aus
einer Serie von neun moglichen Produkten lieferten.!'
Analog wurden zwei Aldehyd-Kupplungsreaktionen (reduk-
tive Aminierung und Wittig-Olefinierung) sowie drei Amin-
reaktionen (Aminacylierung, reduktive Aminierung und Ma-
leimid-Addition) jeweils in einer Losung durchgefiihrt, die
ausschlieBlich die erwiinschten DNA-gestiitzten Produkte
lieferten.®! SchlieBlich wurden alle sechs Reaktionen simul-
tan in einer einzigen Losung durch die Kombination von 12
DNA-gebundenen reaktiven Gruppen durchgefiihrt (Abbil-
dung 15). Wihrend die Kombination dieser Reaktanten in
einem konventionellen Syntheseformat mindestens 28 mog-
liche Produkte geliefert hétte, generierten die DNA-gestiitz-
ten Reaktionen ausschlielich die 6 in Abbildung 15 gezeig-
ten sequenzprogrammierten Produkte.?!

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die DTS auch die
Diversifizierung synthetischer Bibliotheken aus niedermole-
kularen Verbindungen unter Verwendung verschiedener Re-
aktionstypen in einer einzigen Losung ermoglichen konnte
und dabei den Aufwand und die Einschrankungen vermeiden
wiirde, die mit der rdaumlichen Trennung einhergehen. Diese

i 0 i
Q - in einer Lsung ﬁ“S'g\/O)LH_R.
—
N 0
Q\O\ﬂ N{P\‘W o HGW pH B.0, EDC ] o Q -
0 i R 0 sulfo-NHS RP-NH o S H s
HN NO; NaBH;CN H '
% Wﬂ‘l"}un- Oom " e
(] o o
_')\@Ww ) N’\O\N [ mqueg;prqg:_an;mie;te dPrEtdukte
H aus 28 moglichen Produkten
M i‘*@ X ™

Abbildung 15. Die DTS kann mehrere, in einer einzigen Lésung normalerweise inkompatible Reaktionen steuern. R”, R”: Linker oder DNA-Oligonu-

cleotid.l'*!

Angew. Chem. 2004, 116, 4956 — 4979

www.angewandte.de

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

4967


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

4968

Strategie kann prinzipiell einige der Ziele der neuen diver-
sitdtsorientierten Bibliothekssynthesen (darunter sind beson-
ders die Arbeiten der Gruppe um Schreiber zur Erweiterung
der Geriistdiversitdt in Bibliotheken aus niedermolekularen
Verbindungen zu nennen®”’) erreichen, ohne dass die Ge-
riistinformation bereits in den Substratgruppen vorhanden
sein muss. Wie in jeder DTS-Strategie miissen jedoch auch
hier die Reaktionen mit den mild elektrophilen und nucleo-
philen Gruppen in der DNA kompatibel sein, und alle nicht
DNA-gebundenen Reaktanten miissen gegenseitig kompati-
bel sein.

SchlieBlich wurde kiirzlich gezeigt (siehe die Anmerkung
bei der Korrektur am Ende des Beitrags), dass mithilfe der
DTS Heterokupplungen zwischen Substraten moglich sind,
die unter iiblichen Synthesebedingungen bevorzugt Homo-
kupplungen eingehen. Die ausschlieSliche Heterokupplung
ist in einem DNA-gestiitzten Format moglich, weil die
effektive Molaritidt der Heterokupplungspartner weit grof3er
ist als die absolute Konzentration jedes einzelnen zur Homo-
kupplung neigenden Substrats.

4. DNA-gestiitzte Polymerisation

DNA- und RNA-gestiitzte Phosphodiesterbildung und
Aminacylierung werden in der Natur zur Biosynthese funk-
tioneller Makromolekiile wiederholt. Die effiziente Labor-
synthese sequenzdefinierter synthetischer Heteropolymere
etwa gleicher Lénge wie funktionelle Proteine und Nuclein-
sduren bleibt eine enorme Herausforderung. DNA-Polyme-
rasen,'?1331 RNA-Polymerasen™ 31 und Ribosomen!'%14
sind bekannt fiir ihre Toleranz gegeniiber modifizierten
Polymerbausteinen, was den Einbau modifizierter Nucleoba-
sen und Aminosduren in Nucleinsdure- bzw. Peptidpolymere
ermoglicht. Natiirlich vorkommende Enzyme, die am Aufbau
von Biopolymeren beteiligt sind, akzeptieren gewohnlich
jedoch keine Monomere mit nichtnatiirlichem Riickgrat,
auch wenn Chaput und Szostak kiirzlich als bemerkenswerte
Ausnahme die Fihigkeit von Deep-Vent(exo-)-DNA-Poly-
merase beschrieben haben, einen DNA-Primer um drei a-L-
TNA-Nucleotide zu verlingern.* Die Nucleinsiure-gestiitz-
te Polymerisation hat daher das Interesse der Organiker
geweckt, da sie den Zugang zu sequenzdefinierten syntheti-
schen Heteropolymeren ohne die Einschriankungen durch die
Substratakzeptanz von Polymerasen oder Ribosomen eroff-
nen konnte.

4.1. DNA-gestiitzte Polymerisation von DNA und RNA

Polymerisationen sind eine besondere Herausforderung
fiir die DTS, da viele Reaktionen nacheinander effizient und
sequenzspezifisch ohne intermediidre Reinigungsschritte ab-
laufen miissen. Eine hypothetische DNA-gestiitzte Kupp-
lungsreaktion von Monomeren, die mit 80 % Ausbeute und
80% Sequenzsperzifitdt verlduft, ergibt das 10mer mit kor-
rekter Sequenz in einer Gesamtausbeute von lediglich 1%.
Das einfachste (im Riickblick triigerisch einfache) Ziel einer
Makromolekiil-gestiitzten Polymerisation ist die Polymerisa-
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geeignete DNA- und RNA-Monomere. 21415

tion aktivierter DNA- oder RNA-Monomere (Abbildung 16).
Diese Studien, angefiihrt von den Pionierarbeiten von Orgel
et al. 1839214410 zeioten, dass mit Monomeren mit aktivier-
ten Phosphaten eine geringe Zahl an DNA-, RNA-, PNA-,
HNA- oder ANA-gestiitzten Phosphoveresterungen zwi-
schen Mono-, Di-, Tri- oder Oligonucleotiden gelang, wobei
oligomere DNA- oder RNA-Produkte mit méBiger Effizienz
(ublicherweise <50% Ausbeute pro Monomerkupplung)
erhalten wurden.

Acevedo und Orgel gelang die DNA-gestiitzte Synthese
eines RNA-14mers unter Verwendung eines DNA-Templats
und von G- und C-5-Phospho-2-methylimidazolid-Monome-
ren.™ Das vollstindige Polymer nach 13 DNA-gestiitzten
Kupplungsreaktionen wurde mit <2% Gesamtausbeute
erhalten. Die Sequenzsperzifititen dieser Oligomerisierung
und anderer frither DNA-gestiitzter Polymerisatio-
nenl!:8%92144.146.147. 149150 wyrden jedoch nicht im Detail unter-
sucht, und die Template bestanden iiblicherweise aus
Poly(G), Poly(C) oder G- und C-Basen gemischt. Spitere
Studien von Stutz und Richert legen nahe, dass die Fehler-
wahrscheinlichkeit bei den verwandten DNA-gestiitzten
Phosphoimidazolmononucleotid-Kupplungen etwa 30% fiir
die Bildung von G:C-Paaren und > 50 % fiir die Bildung von
A:T-Paaren betriigt,™ sodass diese Systeme moglicherweise
keine ausreichende Sequenzspezifitit haben, um eine ver-
lassliche Translation der Template in sequenzdefinierte syn-
thetische Polymere zu gewihrleisten.

4.2. Erzeugung nichtnatiirlicher Polymere durch DNA-gestiitzte
Polymerisation

Auch die DNA-gestiitzte Oligomerisierung von Nicht-
DNA- oder -RNA-Monomeren wurde erfolgreich durchge-
fiihrt, z.B. von Peptidnucleinsduren (PNAs)?*'*) und Altri-
tolnucleinsduren (ANAs, den hydroxylierten Analoga der
HNAs; Abbildung 16)."*"! Bohler, Nielsen und Orgel ver-
wendeten die DNA-gestiitzte Aminacylierung fiir die Oligo-
merisierung von fiinf PNA-Dimeren gg auf einem dC,,
Templat.’ Diese Studie von 1995 war der erste Bericht iiber
die Nucleinsdure-gestiitzte Synthese eines Oligomers mit
einem nichtnatiirlichen Riickgrat. Die Ausbeuten an PNAs
mit maximaler Linge in dieser und folgenden Studien!'*¥!
waren jedoch miBig (iiblicherweise <25% bezogen auf das
limitierende Templat), und die Sequenzspezifitit dieser
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DNA-gestiitzten PNA-Oligomerisierungen ist ungeklart, da
auch einige oligomere Produkte erhalten wurden, wenn PNA-
Dimere, die zu Bereichen des Templats komplementér sind,
oder das Templat selber ausgeschlossen wurden.”*!'*! Im Fall
der Nucleinsdure-gestiitzten Oligomerisierung von ANA
erhielten Kozlov, Orgel etal. bei Phosphoimidazolumeste-
rungen mit ANA- oder RNA-C,,-Templaten lediglich isome-
re Mischungen von sehr kurzen Oligomeren aus maximal vier
ANA-Nucleotiden.'” Die Beobachtung von Chaput und
Szostak, dass Polymerasen die DNA-gestiitzte Oligomerisie-
rung von TNA-Nucleotiden katalysieren kénnen!™), eroffnet
die Aussicht, dass natiirliche oder im Labor entwickelte
Polymerasen kiinftig fiir DNA-gestiitzte Polymerisationen
eingesetzt werden konnten.

Auch andere Reaktionen als die Phosphodiesterbildung
und die Aminacylierung wurden bereits in der DNA-gestiitz-
ten Oligomerisierung und Polymerisation eingesetzt, in eini-
gen Fillen mit bemerkenswertem Erfolg. Fujimoto, Saito
et al. beschrieben im Jahr 2000 eine effiziente und reversible
DNA -gestiitzte photochemische [242]-Cycloaddition (Abbil-
dung 5b), mit der sie fiinf DNA-Hexamere, die jeweils eine
5'-exocyclische Vinylgruppe und eine 3'-Pyrimidineinheit
enthielten, auf einem komplementiren 30meren DNA-Tem-
plat oligomerisierten. Das vollstindige 30mere Produkt mit
vier Cyclobutanverkniipfungen wurde in hoher Ausbeute
durch Bestrahlung bei 366 nm erzeugt und fragmentierte

quantitativ in die Monomere durch Bestrahlung bei
302 nm.[""
Die Gruppe um Li und Lynn konnte 2002 die Makromo-

lekiil-gestiitzte Polymerisation erheblich voranbringen,
indem sie die zuvor von ihr beschriebene DNA-gestiitzte
Kupplung von 5-Amino- und 3’-Formyl-DNA-Analoga an
das Format der DNA-gestiitzten Polymerisation anpass-
te.P1%>38.3 Im Gegensatz zu den oben beschriebenen DNA-
gestiitzten Oligomerisierungen von DNAs, RNAs, PNAs und

HD/\‘:ir- Base

-{_J(
-n-P=
0 \O,Q\jirﬁase

0
0

.J\LU?,BHSE
Fi
¥ Base
i HN N Oy
0°hF0

5]

a-

[ L

Angewandte

ANAs (Abbildung 16), die normalerweise mit geringen Aus-
beuten und miBiger Kettenlingen- und Sequenzspezifitit
verlaufen, fand die Gruppe von Li und Lynn eine effiziente
Kupplung von acht 5'-Amino-3'-formyl-dT-Mononucleotiden
an einem dAg-Templat zum octameren Produkt (>80%
Ausbeute, Abbildung 17). Wichtig war dabei, dass keine
Produkte mit mehr als acht Nucleotiden erhalten wurden,
dass die Oligomerisierung nicht ohne das Templat verlief und
dass in Gegenwart von Templaten mit A- und T-Basen keine
Oligomerisierung erfolgte, wenn Templat und Monomer
keine Basenpaarungen eingehen konnten.?! Diese Ergebnis-
se demonstrierten die Fahigkeit der DTS, synthetische Poly-
mere effizient und sequenz- und ldngenspezifisch zu bilden.

Unsere Gruppe untersuchte die Effizienz, Regioselekti-
vitdt und Sequenzspezifitit von PNA- oder Formyl-PNA-
Polymerisationen mittels Aminacylierung oder reduktiver
Aminierung an 5-aminierten Haarnadel-DNA-Oligonucle-
otiden.'™ In Einklang mit den friiheren Beobachtungen!**12!
zur Abstandsunabhingigkeit der DNA-gestiitzten Aminacy-
lierung waren Regioselektivitdt und Ausbeute an Oligomeren
mit der vollen Linge gering, wenn die Polymerisation durch
eine Aminacylierung vermittelt wurde. Im Gegensatz dazu
verlief die Polymerisation mittels der stark abstandsabhingi-
gen!®%! reduktiven Aminierung sehr effizient (>90% Aus-
beute an Oligomer mit der vollen Linge) und mit ausge-
zeichneter Sequenzspezifitit und Regioselektivitdt (Abbil-
dung 18),°2 was in Einklang mit den Ergebnisse von Lynn
et al. ist.

Wir untersuchten systematisch die Sequenzspezifitit von
DNA-gestiitzten Formyl-PNA-Polymerisationen mit Templa-
ten, die alle vier Basen enthielten,”™ und fanden, dass
tetramere Formyl-PNAs der Sequenz gvvt (v=g, a oder c)
selbst in Gegenwart von Mischungen aller neun moglichen
gvvt-Formyl-PNAs mit ausgezeichneter Sequenzspezifitit
polymerisiert wurden. In allen Féllen brach die Polymerisa-
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Abbildung 17. DNA-gestiitzte Polymerisation von 5-Amino-3'-formyl-modifizierten dT-Monomeren.**

Angew. Chem. 2004, 116, 4956 — 4979

www.angewandte.de

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

4969


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

aj

H3 h‘"ﬁNr\ﬂ'N“’ﬁN"‘rN‘f‘Nﬁ}fr\"’h\lﬁﬁfH

Y-y
ot

Uéj o NaBHACN

r.N HB85 O —
"5 ) ml p <

MH hohe Effizienz

- mh:pf:ﬁ:";“' Translation von DNA-
¢ 5-NHa Templaten in synthetische
PNA-Polymere
Haarnadel-DNA-Templat
b)

MNH: CNHA.

C aassssnns -

Formyl-PNAS J“.l
NH; NaBH3CN H

C o sssns "5 Fer———

S ——— 0

NHy i
C aassss ==m - mEE
NH, R

- H =~

(]

. = 5-AGTC-3'
passendes Kaodon

=5-ATGC-¥

Abbildung 18. DNA-gestiitzte Formyl-PNA-Polymerisation. a) Ein DNA-Templat
mit 5'-terminalem Amin (blau) steuert die effiziente Oligomerisierung von modi-
fizierten Formyl-PNAs (rot) mit hoher Sequenzspezifitit; b) nichtpassende
Kodons (orange) in den Templaten stoppen die Polymerisation der Formyl-PNAs,
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tion ab, sobald das erste Kodon des Templats erreicht wurde,
das zu keiner Formyl-PNA in der Losung komplementér war.
Aufbauend auf diesen Resultaten wurde die DNA-gestiitzte
reduktive Aminierung verwendet, um neun verschiedene
DNA-Template mit codierenden Regionen aus 40 Basen und
nidherungsweise gleichen prozentualen Anteilen an A, C, G
und T (zehn konsekutive Vier-Basen-Kodons) in die korre-
spondierenden sequenzdefinierten synthetischen PNA-Hete-
ropolymere zu iibersetzen (Abbildung 18).1°71 Heteropoly-
mere mit der vollen Linge wurden nur dann in guter
Ausbeute erhalten, wenn zu allen Templat-Kodons komple-
mentidre Formyl-PNAs vorhanden waren. Diese Untersu-
chungen bewiesen, dass synthetische Polymere mit einer
Léange dhnlich der natiirlicher Biopolymere und mit Binde-
oder Katalyseeigenschaften!'¥! mittels der Nucleinsiure-ge-
stiitzten Synthese effizient und sequenzspezifisch hergestellt
werden konnen.

5. Zum physikalisch-organischen Versténdnis der
DNA-gestiitzten Synthese

Das Verstandnis der Schliisselaspekte der DNA-gestiitz-
ten Synthese ist nicht nur fiir die weitere Entwicklung der
DTS wichtig, sondern es enthiillt auch Prinzipien, die zu
einem tieferen Verstdndnis analoger biologischer und chemi-
scher Systeme beitragen. In diesem Abschnitt diskutieren wir
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drei zentrale Eigenschaften der DTS, fiir die sich ein Ver-
standnis der zugrunde liegenden Prinzipien entwickelt.

5.1. Das Verstindnis der abstandsunabhdngigen DNA-gestiitzten
Synthese

Eine der iiberraschendsten Eigenschaften der DTS ist ihre
Fiahigkeit, effiziente Reaktionen selbst dann zu ermoglichen,
wenn die hybridisierten reaktiven Gruppen durch zahlreiche
eingeschobene Templatnucleotide getrennt sind (siche Ab-
bildung 9).*! Aus dieser Eigenschaft ergeben sich zwei
Fragen: 1) Warum ist die Geschwindigkeit der Produktbil-
dung fiir einige, aber nicht fiir alle DTS-Reaktionen unab-
hingig vom Abstand zwischen den reaktiven Gruppen und
2) warum ist eine DTS iiber groBe Entfernung iiberhaupt
effizient, wo doch bekanntlich die Synthese von Makrocyclen
(welche eine dhnliche Struktur haben wie die Produkte einer
DTS iiber groBe Entfernung) groBe Schwierigkeiten berei-
tet?[lOS,lOG]

Unsere Gruppe wandte sich der ersten Frage mit der
Untersuchung der Rolle des DNA-Riickgrats bei der Ver-
mittlung effizienter DTS iiber groBe Entfernung zu.[***!
Dazu wurden die zwischen den reaktiven Gruppen einge-
schobenen Nucleotide systematisch durch Strukturanaloga
dhnlicher Léange ersetzt, denen jedoch die aromatische Nu-
cleobase, der gesamte Ribosering, die Ribose- und Phosphat-
gruppe oder nahezu alle Heteroatome fehlten (Abbil-
dung 19a). In allen Fillen war die DTS iiber groBe Entfer-
nung weiterhin effizient.!! Die Effizienz der DTS iiber groBe
Entfernung wurde jedoch signifikant reduziert, wenn die
eingeschobene Region durch Hybridisierung mit komple-

a)
A2 DAU 00, S
B 2 5 Pis
aus n Basen Gﬁp’n_
u B T T T
bestehende !1. Lo
eingeschobene 9 .o
Region 1,0 L [ty P}f
Rickgrat-Analoga, die alternativ
fur die eingeschobene Region
b) Geschwindigkeit der verwendet wurden
Bindungsbildung
T '= --------------- Geschwindigkeit der
' Anknupfung des Reagens
an das Templat
b abstands-
unabhangiger
Bereich

n —=

Abbildung 19. Zum Verstindnis der abstandsunabhingigen DTS. a) In
die eingeschobene Region in einem A+A’-Templat fiir eine DTS uber
grofe Entfernung wurden Analoga des DNA-Riickgrats eingefiihrt.

b) Modell der abstandsunabhingigen DTS.1***!
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mentdren DNA-Oligonucleotiden versteift wurde. Diese Er-
gebnisse zeigten, dass keine Strukturelemente, die fiir das
DNA-Riickgrat spezifisch sind, fiir die Abstandsunabhéngig-
keit erforderlich sind, wohl aber die Flexibilitidt der einge-
schobenen Region.

Folgeuntersuchungen unserer Gruppe ergaben, dass die
Produktbildung bei abstandsunabhéngigen DNA-gestiitzten
Reaktionen einer Kinetik zweiter Ordnung folgt (fiir jeden
der beiden DNA-gebundenen Reaktanten erster Ord-
nung).®¥ Dieses einfache Ergebnis trug zur Klirung des
Rétsels der abstandsunabhéngigen DTS bei, da es besagt, dass
bei diesen Reaktionen die Bindungsbildung zwischen den
reaktiven Gruppen im hybridisierten Komplex (ein Prozess
pseudo-erster Ordnung) nicht geschwindigkeitsbestimmend
sein kann. Stattdessen legten die Ergebnisse nahe, dass die
Hybridisierung der beiden DNA-gebundenen Reaktanten
(ein bimolekularer Prozess) geschwindigkeitsbestimmend ist.
Die Abstandsunabhingigkeit tritt daher auf, wenn die effek-
tive Molaritit der hybridisierten reaktiven Gruppen ausrei-
chend hoch ist, damit die Bindungsbildung schneller erfolgt
als die DNA-Hybridisierung. Fine Zunahme der Zahl einge-
schobener Nucleotide zwischen den hybridisierten reaktiven
Gruppen senkt die beobachtete Reaktionsgeschwindigkeit in
dieser Situation so lange nicht, bis sich die Geschwindigkeit
der Bindungsbildung der Hybridisierungsgeschwindigkeit
ndhert oder darunter fillt (Abbildung 19b).

Dieses einfache kinetische Modell der abstandsunabhén-
gigen DTS erklédrt Unterschiede im Verhalten verschiedener
DNA-gestiitzter Reaktionen wie den zunehmenden Verlust
an Abstandsunabhingigkeit in der folgenden Reaktionsreihe:
Cu'-vermittelte Huisgen-Cycloaddition (schnellste Bindungs-
bildung), Aminacylierung, Wittig-Olefinierung und 1,3-dipo-
lare Nitron-Cycloaddition (langsamste Bindungsbildung).”!
Eine besonders wichtige DNA-gestiitzte Reaktion (siche
Abschnitt 4.2) passt jedoch nicht zu diesem Modell: Die
reduktive Aminierung?®¥#! ist stark abstandsabhingig;!'*®!
dennoch ist die Produktbildung schneller als nach dem
Modell in Abbildung 19b zu erwarten. Die Ursachen fiir
diese Diskrepanz sind bisher nicht verstanden, mogliche
Erkldrungen konnten jedoch sein, dass die Geschwindigkeit
der Iminhydrolyse durch eingeschobene einzelstrangige Tem-
platbasen erhoht wird oder dass die Iminreduktion durch
eingeschobene Templatnucleotide inhibiert wird.

5.2. Die Rolle der hohen Verdiinnung und des wdssrigen Solvens

Wie kann die DTS iiber groe Entfernung effizienter sein
als die dquivalente nicht-DNA-gestiitzte (intermolekulare)
Reaktion, wenn man bedenkt, dass Makrocyclisierungen
generell als anspruchsvolle Synthesereaktionen gelten?
Dafiir gibt es zumindest zwei Erkldarungen. Die erste ist die
Ungleichheit der Ausgangsbedingungen bei der DTS und der
konventionellen organischen Synthese. Die meisten der be-
schriebenen DNA-gestiitzten Synthesen niedermolekularer
Verbindungen wurden mit Reaktantenkonzentrationen im
mittleren nm-Bereich durchgefiihrt. Bei diesen Konzentratio-
nen sind fast alle intermolekularen Reaktionen einschlieBlich
der Reaktionen zwischen an fehlgepaarte DNAs gebundenen
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Reaktanten vernachléssigbar. Zu diesen intermolekularen
Reaktionswegen gehoren auch die Dimerisierung und Oligo-
merisierung von Reaktanten und Produkten — bekannte
Quellen unerwiinschter Nebenprodukte in traditionellen
Makrocyclisierungen selbst unter ,,verdiinnten* (typischer-
weise pM—mM) Bedingungen. Indem die extrem starke Ver-
diinnung bei DTS-Reaktionen die Moéglichkeit zu signifikan-
ter Dimerisierung oder Oligomerisierung ausschlief3t, ohne
die Bildung des erwiinschten Produkts zu beeintrachtigen,
tragt sie zur Realisierbarkeit der DTS selbst iiber grof3e
Entfernungen (pseudo-makrocyclisch) bei.

Ein weiterer entscheidender Faktor fiir die Effizienz der
DTS iiber groBe Entfernungen ist die Verwendung wissriger
Losungsmittel, wihrend in konventionellen Makrocyclisie-
rungen vorwiegend nichtwissrige Losungsmittel eingesetzt
werden. Wissrige Losungsmittel konnen die DTS iiber grof3e
Entfernungen auf mehrere Arten unterstiitzen. Wasser ist fiir
viele der beschriebenen Reaktionen ein besseres Losungs-
mittel, weil deren geschwindigkeitsbestimmende Ubergangs-
zustdnde (wie bei den allermeisten Reaktionen) meist polarer
sind als die Ausgangsmaterialien. Zudem ist Wasser bekannt
dafiir, dass es das Volumen organischer Reaktanten mini-
miert, was eine Folge des Entropieverlusts ist, der von
geordneten Wassermolekiilen an der wéssrig-organischen
Phasengrenze herriihrt. Diese Tendenz spiegelt sich in der
ungewOhnlich hohen kohésiven Energiedichte von Wasser
wieder.'™ Die Tendenz wissriger Losungsmittel zur Kon-
traktion der Reaktantenvolumina macht Wasser besonders
fiir Makrocyclisierungen einschlielich der DTS iiber grof3e
Entfernung geeignet. In Einklang mit dieser Analyse besté-
tigen frithere Vergleiche der Makrocyclisierungseffizienzen in
Wasser und in organischen Losungsmitteln[!?106:154158] dje
Vorteile wissriger Medien.

Beide vorgeschlagenen Einfliisse wéssriger Solventien
legen nahe, dass die DTS in organischen Losungsmitteln
weniger effizient und stdrker abstandsabhingig sein sollte.
Erste unveroffentlichte Ergebnisse unserer Gruppe bestéti-
gen diese Annahme (C.Calderone und D.Liu). Mithilfe
langkettiger Tetraalkylammoniumsalze konnen DNA-gebun-
dene Reaktanten in organischen Solventien wie Dichlorme-
than, DMF und Methanol gelost werden.™ %) Bemerkens-
werterweise kann die DTS auch in organischen Losungsmit-
teln sequenzspezifisch verlaufen, es scheint also irgendeine
Form von Basenpaarung moglich zu sein. Doch DNA-ge-
stiitzte Aminacylierungen beispielsweise, die in wissrigen
Losungsmitteln {iiblicherweise effizient und abstandsunab-
hingig sind, konnen in organischen Solventien weniger
effizient und stiarker abstandsabhéngig verlaufen.

Auch wenn in mancher Hinsicht wissrige Solventien eine
Einschrénkung bedeuten, weil sie beispielsweise die Verwen-
dung von stark basischen oder aziden Reaktanten verhindern,
zeigt die obige Analyse, dass Wasser eine Schliisselrolle bei
der DTS spielt. In der konventionellen organischen Synthese
kann Wasser oft nicht als Losungsmittel verwendet werden,
weil die organischen Reaktanten in ihm nicht 16slich sind.
Dagegen unterliegen die DNA-gebundenen Reaktanten der
DTS wegen ihrer Bindung an Oligonucleotide und ihrer
Konzentration im nM-Bereich keinen Einschrankungen
durch die Loslichkeit in Wasser.
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5.3. Die Erforschung Templat-induzierter Effekte anhand der
Stereoselektivitdt bei DNA-gestiitzten Synthesen

Die DTS ist am universellsten einsetzbar, wenn die
Oligonucleotide die effektiven Molaritdten modulieren, den
Reaktionsausgang aber nicht storen. Eine DNA-induzierte
Stereoselektivitdt bei der DTS ist daher ein empfindlicher
Test fiir Templat-induzierte Effekte jenseits der Steigerung
effektiver Molaritidten. Zudem dient die stereoselektive DTS
als Modell dafiir, inwieweit die Chiralitdt eines Informati-
onstragers zusitzlich zu seiner Sequenz auf das Produkt
iibertragen werden kann. Die stereoselektive DTS konnte
theoretisch auch zur Beeinflussung der Verteilung stereoiso-
merer Produkte zugunsten erwiinschter Stereoisomere ver-
wendet werden, auch wenn die Vorhersage und die Bestim-
mung von Drehsinn und Grofle der Stereoinduktion auf der
winzigen molekularbiologischen Skala der DTS-Reaktionen
eine enorme Herausforderung ist.

Die ersten Studien zur Stereoselektivitit in Nucleinséure-
gestiitzten Synthesen wurden mit Systemen durchgefiihrt, die
Nucleinsdureanaloga erzeugten. Joyce, Orgel et al. zeigten
1984, dass die Poly(C,)-gestiitzte Oligomerisierung von D-
Guanosin-5'-phospho-2-methylimidazol (D-2-MelmpG) zur
Herstellung von Oligo(G) sehr stark durch das enantiomere
Monomer L-2-MeImpG inhibiert wird."®! Interessanterweise
wird L-2-MeImpG in der Poly(C,)-gestiitzten Synthese effi-
zient gekuppelt, aber am resultierenden Produkt ist eine
weitere Kettenverldngerung nicht moglich. Diese Befunde
zeigten, dass fiir Modelle der pribiotischen Translation die
Minimierung der Inhibierung durch enantiomere Monomere
von zentraler Bedeutung ist. Enantiomere Kreuzinhibierung
wurde auch bei der PNA-gestiitzten RNA-Oligomerisierung
beobachtet.!"*”)

Bolli, Micura und Eschenmoser belegten mit der Synthese
nichtnatiirlicher Nucleinsdureanaloga, dass Stereoselektivitat
in Nucleinsdure-gestiitzten Synthesen nicht auf RNA-Syn-
thesen beschrinkt ist.”! So verlduft die p-Pyranosyl-RNA-
gestiitzte Oligomerisierung komplementidrer Pyranosyl-
RNA-Tetramere diastereoselektiv, wobei die Kupplung von
D-Tetrameren gegeniiber der von Tetrameren mit gemischter
Pyranosechiralitit vorherrscht.”™ Kozlov, Orgel und Nielsen
zeigten in einer eleganten stereoselektiven DTS, dass die
Erweiterung eines achiralen PNA-Templats um lediglich zwei
D-DNA-Nucleotide zur bevorzugten enantioselektiven Tem-
plat-gestiitzten Kupplung von pD-DNA-Dinucleotiden in der
A4+B-+A'B-Architektur fiithrt (Abbildung 20).  Diese
Enantioselektivitdt ist umso erstaunlicher, als die Bindungs-
bildung weit entfernt von den induzierenden chiralen Grup-
pen und auf einem anderen Molekiil erfolgt.

Wir untersuchten kiirzlich die Stereoselektivitdt in der
DTS von Produkten, die nicht mit dem DNA-Riickgrat
verwandt sind, und stellten dabei fest, dass die Chiralitit des
DNA-Templats in DNA-gestiitzten Thiolsubstitutionen eine
miBige Stereoselektivitit induziert (Abbildung 21a)." Die
beobachtete Stereoselektivitdt war tiberraschend wenig von
der Templatarchitektur abhingig; das (S)-Substrat reagierte
sowohl in Haarnadel(A+BB'A’)- wie in A+A'-Architekturen
mit weit entfernten reaktiven Gruppen bevorzugt. Sobald
jedoch flexible achirale Linker (drei oder mehr CH,- oder O-
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PNA
/r\i himare DNA-PNA,
chimare - -
-:DDJ—S'-CA-S'-’.,\:Uy |I (11 Doppelhelix
DNA-Dimer {rechisgéngig)
(0D}-3-CG-5"-
oder
(LL}-3-CG-5'-
W DNA-Dimer n\u/| (ﬂ\ﬂ'
é

po-Dinucleotid vorgezogen (ca. 30% Ausbeute)
LL-Dinucleotid benachteiligt (ca. 5% Ausbeute)

Abbildung 20. Die Chiralitit eines terminal eingebauten DNA-Dinu-
cleotids (blau) in einem PNA-Templat beeinflusst die Stereoselektivitit
einer entfernt stattfindenden PNA-gestiitzten PNA-DNA-Kupplung.
Dabei ist das(pp)-3'-CG-5"-DNA-Dinucleotid das gegentiber dem (LL)-
3'-CG-5'-Dimer bevorzugte Substrat.'*!

Gruppen) zwischen die reaktiven Gruppen und die DNA-
Oligonucleotide eingefiigt wurden, ging die Stereoselektivitat
verloren (Abbildung 21b).*¥! Diese Ergbnisse deuten darauf
hin, dass selbst kurze flexible Linker einen iiber die Modu-
lation der effektiven Molaritit von Reaktanten hinausgehen-
den Finfluss des Templats verhindern konnen, was die
Verwendung solcher Linker nahelegt, wenn die DTS in
ihrer allgemeinsten Form durchgefiihrt werden soll.

Die in Substitutionsreaktionen mit niedermolekularen
Verbindungen beobachtete Stereoselektivitidt wurde auf die
makromolekulare helicale Konformation des einzel- oder
doppelstrangigen Templats zuriickgefiihrt und nicht auf die
Chiralitit irgendeiner bestimmten Nucleotidgruppe.*®! Die
Beobachtung, dass die Stereoselektivitit invertiert wird,
wenn die Konformation der Templat-Haarnadel-DNA von
einer rechtsgidngigen B-DNA zur linksgéngigen Z-DNA
verdndert wird, stiitzt diese Hypothese (Abbildung 21c).
Damit wird auch verstiandlich, dass die Chiralitidt des Infor-
mationstragers auf nicht mit der Templatstruktur verwandte
Produkte tibertragen werden kann.

6. Anwendungen der DNA-gestiitzten Synthese

Die DTS verbindet drei sehr wichtige Komponenten
chemischer und biologischer Systeme: Nucleinsduresequen-
zen, synthetische Produkte und Reaktionen. Diese Verkniip-
fung ermoglicht es im Prinzip, jede Mischung aus einer der
drei Komponenten nach einer erwiinschten Losung zu durch-
suchen, wihrend die anderen beiden Komponenten definiert
bleiben. Dieser konzeptionelle Rahmen legt drei Typen von
entdeckungsorientierten Anwendungen fiir die DTS nahe:
1) Detektion von Nucleinsduresequenzen fiir die DTS eines
bestimmten Produkts, 2) Identifizierung von DNA-gestiitzten
synthetischen Produkten mit erwiinschten Eigenschaften, die
mithilfe der DTS erhalten werden, und 3) Entdeckung DNA-
gestiitzter chemischer Reaktionsschemata, mit denen Tem-
platsequenzen in Produkte iiberfiihrt werden konnen. Erste
Studien haben dazu beigetragen, das Potenzial von DTS-
basierten Ansétzen fiir diese sich abzeichnenden Anwendun-
gen zu erkennen, und werden in den folgenden Abschnitten
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Abbildung 21. a) Stereoselektive DNA-gestiitzte Substitutionsreaktio-
nen. b) Flexible achirale Linker verhindern Stereoselektivitat bei DNA-
gestiitzten Substitutionsreaktionen. c) Stereoselektivititen werden in-
vertiert, wenn die DNA von der B-Form (rechtsgingig) in die Z-Form
(linksgéngig) tibergeht.* k.. : scheinbare Reaktionsgeschwindigkeits-
konstante.

app*

vorgestellt (die Anmerkung bei der Korrektur befasst sich mit
der Anwendung der DTS auf die Entdeckung von Reaktio-
nen).

6.1. Nucleinséuredetektion

Die Sequenzspezifitit der DTS fiihrt dazu, dass sich die
Produkte ausschlielich in Gegenwart der komplementéren
Template bilden. Wenn die DNA-gestiitzten Reaktionen und
die Produktstrukturen so gewéhlt werden, dass sie den
Nachweis von DTS-Ereignissen erleichtern, konnen die re-
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sultierenden Systeme fiir die Detektion spezifischer Nuclein-
sduresequenzen verwendet werden.

Ma und Taylor beschrieben eine der ersten Anwendungen
der DTS zur Detektion von Nucleinsduren (siche Abbil-
dung 8a).*) DNA-Template brachten DNA-gebundene Imi-
dazole und DNA-gebundene p-Nitrophenylester zusammen
und induzierten die Imidazol-katalysierte Esterspaltung. Eine
einfache Michaelis-Menten-Kinetik mit einem k., von
0.018 min~' wurde beobachtet, wenn die estergebundenen
Oligonucleotide ausreichend kurz waren, um die Dissoziation
vom Templat nach der Hydrolyse zu ermoglichen. Die
Autoren propagierten, dass dieses System zur sequenzspezi-
fischen Freisetzung von niedermolekularen Pharmazeutika
genutzt werden konnte, auch wenn die gezielte Lokalisierung
DNA-gebundener Reagentien in einem lebenden Organis-
mus eine grole Herausforderung ist. Auch die Adaption
dieser Strategie zur Freisetzung leicht detektierbarer Chro-
mophore oder Fluorophore zur Detektion von DNA- oder
RNA-Analyten ist vorstellbar.

Mattes und Seitz verwendeten die DNA-gestiitzte Amin-
acylierung zur Ligation zweier octamerer PNA-Reagentien
fiir die DNA-Detektion.”” Die Bildung gekuppelter PNA-
Produkte, und damit die Anwesenheit komplementirer Tem-
platsequenzen, wurde durch MALDI-TOF-Massenspektro-
metrie belegt. Durch Verwendung von PNA-Reagens-Se-
quenzen und -Léngen, die zu unterscheidbaren Produktmas-
sen fithrten, konnten drei Templatsequenzen simultan und
unabhiéngig detektiert werden. Eine Steigerung der Sensiti-
vitit und der Zahl der simultan detektierbaren Template
konnte letztlich die effiziente Detektion von DNA-Einzelnu-
cleotidpolymorphismen (SNPs) mittels dieses Ansatzes er-
moglichen.

Kool et al. verwendeten DNA-gestiitzte Substitutionsre-
aktionen zwischen 3'-Phosphorothioaten und 5'-elektrophilen
Gruppen in zwei verschiedenen Ansitzen zur Nucleinsdure-
detektion.” Im ersten Ansatz®?! binden DNA- oder
RNA-gestiitzte Sy2-Reaktionen Donor- und Acceptorfluoro-
phore fiir resonanten Fluoreszenzenergietransfer (FRET)
kovalent an dasselbe Oligonucleotidprodukt (Abbil-
dung 22a). Die resultierende rdumliche Nihe von FRET-
Donor- und Acceptorfluorophoren hat ein deutliches Signal
zur Folge. Dieses Verfahren wurde zur sequenzspezifischen

a) . Q-
o N
OZPL‘:':_ I o T O*—F‘ S T

X=5 8% 0O o
NSPBE — P@iﬂ\w“f@\v
FRET- FRET-Donor
nichtgeldschies

Acceptor
a gelaschtes _0‘ - Dabsyl

m\ﬂﬁw@m’ SIPEE e

Abbildung 22. Nucleinsiuredetektion mittels DTS. a) Eine DNA- oder
RNA-gestiitzte Substitutionsreaktion erzwingt die raumliche Nihe
zweier Fluorophore, was zu einem detektierbaren FRET-Signal fiihrt.
b) RNA-gestiitzte Ligationsreaktionen kénnen die Fluoreszenz einer
gebundenen Dabsyl-Gruppe erméglichen.%

b} fluoreszierender
0 QL encher
U P“-\. .
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Unterscheidung von Mischungen komplementirer (passen-
der) und nichtpassender RNA- und DNA-Template verwen-
det. Im zweiten Verfahren® verwendeten Sando und Kool
die DTS zur Induktion des Verlusts eines Fluoreszenzquen-
chers von einer Fluorescein-gebundenen Oligonucleotidson-
de mit einer Dabsyl-Abgangsgruppe (Abbildung 22b). Mit-
hilfe dieser Reagentien wurde die Anwesenheit komplemen-
tdrer TRNA in fixierten Zellen anhand des Auftretens von
Fluoreszenz detektiert.”"

DTS-gestiitzte Strategien fiir die Nucleinsduredetektion
sind gegeniiber den bekannten Enzym-gestiitzten Verfahren
attraktiv,"'l da das Detektionssignal durch die vom For-
scher gewihlte Chemie festgelegt wird und nicht durch den
engen Rahmen enzymvermittelter Ligations- und Polymeri-
sationsreaktionen. Tatsdchlich haben bereits die in den we-
nigen frithen, oben beschriebenen Beispielen erzeugten
Strukturen die Vielfalt der Signale, die aus der Nucleinsédu-
redetektion entstehen, signifikant erweitert. Bevor jedoch die
DTS-gestiitzte Nucleinsduredetektion allgemein verwendet
werden wird, sind Fortschritte bei der Empfindlichkeit oder
den Umsatzzahlen sowie die ausgiebigere Verwendung der
DTS-immanenten Eignung zur Parallelisierung notwendig.

6.2. Synthetische Evolution von nieder- und hochmolekularen
Verbindungen

Die Entdeckung synthetischer nieder- und hochmoleku-
larer Verbindungen mit erwiinschten Eigenschaften ist eine
fortwéhrende und weit verbreitete Herausforderung in der
Chemie. Chemiker begegnen dieser Herausforderung ge-
wohnlich mit der Synthese von Kandidatenstrukturen oder
ihrer Isolierung aus natiirlichen Quellen und der anschlie-
Benden Evaluierung (dem Screening) der Kandidaten nach
den ,richtigen“ Verbindungen (Abbildung 23). Die Natur
dagegen nutzt zur Entdeckung funktioneller biologischer
Molekiile®1%1 1) die Translation von Nucleinsiuren in Pro-
teine unter Beibehaltung der Assoziation, 2) die Selektion

Der Ansatz der Chemiker,
OEt O

D. R. Liu und X. Li

von Proteinen (und den an sie assoziierten codierenden
Nucleinsduren) mit vorteilhaften Eigenschaften und 3) die
Amplifikation und gelegentlich Diversifizierung der Nuclein-
sduren, die fiir funktionelle, aus der Selektion hervorgegan-
gene Proteine codieren (Abbildung23). Gegeniiber dem
Ansatz der Chemiker liegen die Vorteile des evolutionédren
Verfahrens der Natur in der Empfindlichkeit, der Effizienz
und dem Durchsatz, die ohne die aufwéndigen infrastruktu-
rellen Voraussetzungen erreichbar sind, die mit der konven-
tionellen Synthese von Bibliotheken, der rdaumlichen Tren-
nung und dem Screening verbunden sind.[¥2153170-172]

Der evolutionsbasierte Entdeckungsansatz der Natur
kann nur auf Molekiile angewendet werden, die von ampli-
fizierbaren Informationstragern translatiert werden konnen.
Ribosomen und Polymerasen erfiillen diese Bedingung fiir
Proteine, Nucleinsduren und deren enge Analoga, aber sie
konnen keine allgemeinen synthetischen Strukturen erzeu-
gen. Basierend auf den oben beschriebenen Eigenschaften
der DTS stellten wir die Hypothese auf, dass die DTS fiir die
sequenzspezifische Translation von Bibliotheken von DNA-
Templaten in die korrespondierenden Bibliotheken syntheti-
scher nieder- und hochmolekularer Verbindungen genutzt
werden konnte,*! womit die grofte Herausforderung in der
Evolution synthetischer Molekiile angegangen wiirde.

DTS-Produkte bleiben kovalent mit dem codierenden
Templat verbunden, wenn Architekturen wie A+A’ oder
A+BB’A’ (Haarnadel) verwendet werden, was der fiir die
Proteinevolution benétigten Assoziation zwischen Nuclein-
sduren und ihren codierten Proteinen entspricht. Die DTS ist
jedoch nicht wie die natiirliche Translation auf Strukturen
begrenzt, die zur biologischen Maschinerie kompatibel sind.
Ein Schema fiir die Evolution synthetischer niedermolekula-
rer Verbindungen, das unsere Gruppe 2001 vorstellte,* ist in
Abbildung 24 gezeigt. Wir schlugen eine mehrstufige DTS als
Mittel zur Translation einer Bibliothek von DNA-Templaten
in die korrespondierenden komplexen synthetischen nieder-
molekularen Verbindungen vor. Die resultierende Templat-
gebundene Bibliothek konnte danach in einer In-vitro-Selek-

OEt
HM HN
N 4 NME Y Eewertung
=N Synthese NO,,S (Screening)
nPr — Daten (Ky, |Csp,
Ausgangsverbindung Produkt ea etc.)
Der Ansatz der Natur:
N“"
@@@ W Translation
: —_— —
Nucleinséure Protein Naturstoff

T

Selektion, Amplifikation, Diversifizierung

Abbildung 23. Zwei Ansitze zur Entdeckung funktioneller Molekiile.
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Abbildung 24. Allgemeines Schema fiir den Aufbau und die Evolution von Bibliotheken synthetischer Molekiile mittels DNA-gestiitzter Bibliotheks-
synthese, In-vitro-Selektion, PCR-Amplifikation und DNA-Sequenzdiversifizierung.!*"
tion auf erwiinschte Eigenschaften untersucht werden. Die
Template, die an selektierte Verbindungen der Bibliothek
gebul.lc.le.n sind und fiir diese codler.ep, kf)nnten mittels PCR ﬂo —~ }mfﬂ\ &in S—
. 0=y Templat 4
amplifiziert und entweder zur Identifikation der erwiinschten LmNH 1095
Verbindung sequenziert oder diversifiziert und weiteren f\)a 0 WW‘N\ 1024 a?:r":”pﬁ';ﬁf
Zyklen der DTS (Translation), Selektion und Amplifikation o™y 0 NH Template
unterzogen werden. = .
Das Schema in Abbildung 24 setzt voraus, dass die DTS Tarmplal-gestatisria T‘nE,i}:'ﬁn
bei Verwendung im Bibliotheksformat ihre Effizienz und Translation einer HS"W/T insgesamt
g . . . DNA-Bibliothek in 1025
Sequenzsperzifitdt aus dem Einzeltemplat-Format beibehilt. synithetische 5 W/m Reagentien
Um die Sequenzspezifitit der DTS im Bibliotheksformat zu Verbindungen HS
untersuchen, kombinierten wir eine Bibliothek von 1025 Biotin
Maleimid-gebundenen DNA-Templaten mit 1025 komple- SF\UJ%
mentdren Thiol-gebundenen Reagentien in einer einzigen ﬂo - ‘*LLB‘m\*lU* I"ﬁ ™, 1025
Losung (Abbildung 25).1*1 Die Template, die mit einem der 0 TM\H,NH mtgmgﬁ'l‘iﬁe
. . . . . . . . T a
1025 Thiolreagentien reagierten (dem einzigen biotinylierten 0 aus 1520525
i -vitro- i isoli theoretisch
Thlolreageps)Z wurden durch In VIFI'O. Selektion isoliert, per Swﬂ\ miglicen
PCR amplifiziert und durch Restriktionsverdau und DNA- ;J':‘Su /“M
Sequenzierung charakterisiert. Das hauptséchlich nachgewie- e %NH
sene Templat war das zu dem biotinylierten Thiolreagens 0
= [44] . . . In-vitro-Selektion
kompl'en}entare. Diese Erge.:bnlsse deuten an, da§§ die DTS l mit Avidin-Kagelchen
im Bibliotheksformat ausreichend sequenzspezifisch sein Biotin
kann, um die Reaktion der Template mit sequenzprogram- ~
mierten Reagentien auch in Gegenwart eines gro3en molaren 5 ™
Uberschusses an nichtpassenden, nichtkomplementiren Rea- 0=~y 0 ﬁ;‘_‘*u}ww
gentien zu ermogl1chen: . . X 1) PCR-Amplifikation
Der Ansatz in Abbildung 24 verlangt auch die Selektion ausgewahlter Produkte
von DNA-gebundenen synthetischen Molekiilen mit er- 2) DNA-Sequenzierung

wiinschten Eigenschaften. Unsere Gruppe entwickelte hoch-
empfindliche und effektive In-vitro-Selektionen fiir DNA-
gebundene synthetische Molekiile mit Protein-Bindungsaffi-
nititen oder -spezifititen.’”) Bereits 107 mol DNA-gebun-
dener Protein bindender niedermolekularer Verbindungen
konnten durch Affinitédtsselektion gegen sechs verschiedene
Proteine angereichert und identifiziert werden. Durch Wie-
derholung dieser Selektionen konnten kleinste Mengen eines
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Abbildung 25. Eine DNA-gestiitzte Synthese im Bibliotheksformat, die

Selektion der Bibliothek auf Proteinbindung und die PCR-Amplifika-
tion.[*
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DNA-gebundenen Proteinliganden aus einer Mischung mit
einem 10°fachen Uberschuss an DNA-gebundenen nichtbin-
denden Kontrollmolekiilen angereichert werden.[*!

Unsere Gruppe fiihrte kiirzlich die Generalitit der DTS,
ihre Sequenzspezifitit, Abstandsunabhéngigkeit und FEig-
nung fiir mehrstufige Synthesen in der Translation einer
Bibliothek von DNA-Templaten in eine Bibliothek von
korrespondierenden komplexen synthetischen niedermole-
kularen Verbindungen zusammen.® Drei aufeinander fol-
gende DNA-gestiitzte Reaktionen, die jeweils von einer zwolf
Basen umfassenden Region auf dem DNA-Templat codiert
wurden, und eine nachfolgende effiziente wissrige Wittig-
Makrocyclisierung wurden genutzt, um makrocyclische, an
ihre codierenden DNA-Template gebundene Fumaramide zu
erzeugen. FEine Pilotbibliothek aus 65 makrocyclischen
Fumaramiden wurde auf diese Weise sequenzspezifisch aus
einer einzigen Losung von 65 DNA-Templaten erhalten. Die
Moglichkeit, DNA-gestiitzte Bibliotheken synthetischer nie-
dermolekularer Verbindungen nach Eigenschaften wie der
Protein-Bindungsaffinitit zu selektieren, wurde anhand einer
In-vitro-Selektion dieser Pilotbibliothek aus 65 makrocycli-
schen Fumaramiden etabliert. Zwei Selektionsrunden fiir
Carboanhydrase-Affinitit® (ohne Riicktranslation zwischen
den Runden) reicherten ein einziges der 65 Elemente der
Bibliothek an. Die Charakterisierung der Sequenz des PCR-
amplifizierten Templats aus dieser Selektion ergab, dass das
selektierte makrocyclische Fumaramid als einziges eine Phe-
nylsulfonamid-Gruppe enthielt, die bekanntermaflen ein Af-
finitit zur Carboanhydrase verleiht (Abbildung 26).!! Insge-
samt belegen die hier vorgestellten Resultate, dass die DTS
im Bibliotheksformat zusammen mit der In-vitro-Selektion
die Translation, Selektion und Amplifikation von DNA-
Sequenzen erméglicht, die nicht fiir biologische Makromole-
kiile, sondern fiir synthetische kleine Molekiile codieren.

In dhnlicher Weise lassen jiingste Erfolge bei der se-
quenzspezifischen Translation von DNA-Templaten in syn-
thetische Polymere selbst bei Anwesenheit zahlreicher
Monomere anderer Sequenz (siche Abbildung 18, Ab-

{1 von 65 Elementen)

Pilotbibliothek aus 9 -
65 DNA-gestitzt Hn)k/‘n" Selektion
hergesteliten [¢] auf Cario-
makrocyclischen o anhydrase-
Fumaramiden i o HN Affinitat
H L —
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o H NT O
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schnitt 4)°2 darauf schlieBen, dass es moglich werden
konnte, sequenzdefinierte synthetische Heteropolymere in
einem analogen Prozess zu erhalten. Verglichen mit den
beschriebenen Methoden zur Entdeckung von niedermole-
kularen Verbindungen hat die DTS-getriebene Entdeckung
synthetischer Polymere zusétzlich den Reiz, dass die theore-
tische Komplexitdt von Heteropolymeren selbst relativ mo-
derater Lange leicht die Gesamtzahl aller Molekiile in einer
typischen Bibliothek im pmol-MaBstab (10'? Molekiile) iiber-
steigt. Dieser enorme Sequenzraum ldsst sich prinzipiell in
effizienter Weise durch den echten evolutiondren Prozess
erforschen, dem iterative Zyklen aus DTS-basierten Transla-
tionen, Selektionen der erwiinschten Binde- oder Katalyse-
eigenschaften, Templat-Amplifikationen mittels PCR und
Templat-Diversifizierungen durch Mutagenese oder Rekom-
bination entsprechen. Auf diese Weise sind jedoch nur
synthetische Heteropolymere zuginglich, die aus Monome-
ren bestehen, die entweder sequenzspezifisch an das DNA-
Templat hybridisieren oder die sich von Adapter-Molekiilen,
die an die DNA hybridisieren (analog zu natiirlichen tRNAs),
abspalten lassen.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Die DNA-gestiitzte Synthese hat sich in den vergangenen
40 Jahren enorm entwickelt. Sie wurde zunéchst als Modell-
system fiir priabiotische Selbstreplikation durch Phosphodies-
terbildung untersucht. Die kiirzlich entdeckte Eignung der
DTS, Produkte sequenzspezifisch zu erzeugen, die nicht mit
dem Phosphoriboseriickgrat verwandt sind,*** und sequenz-
programmierte Synthesen zwischen Gruppen zu vermitteln,
die auf DNA-Templaten weit von einander getrennt
sind,[*"1%] hat die DTS als eine allgemeine Methode fiir die
Steuerung der Reaktivitdt synthetischer Molekiile durch
modulierte effektive Molarititen etabliert. Diese Entdeckun-
gen haben auch zu neuen Entwicklungen gefiihrt, die die
Moglichkeiten der DTS schnell erweiterten: z.B. die mehr-
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Abbildung 26. In-vitro-Selektion eines Carboanhydrase-Liganden aus einer mithilfe der DTS synthetisierten Bibliothek aus 65 makrocyclischen

Fumaramiden.®"
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stufige DNA-gestiitzte Synthese niedermolekularer Verbin-
dungen, neue Templatarchitekturen, Synthesesteuerung
durch doppelstriangige DNA, effiziente und sequenzspezifi-
sche DNA-gestiitzte Polymerisation und DNA-gestiitzte Syn-
these von Bibliotheken.

Die Steuerung von Reaktivitdt mithilfe der DNA-pro-
grammierten effektiven Molaritdt anstelle konventioneller
intermolekularer Reaktionen ermoglicht die Manipulation
synthetischer Molekiile in einer Weise, die bislang nur fiir die
Substrate natiirlicher makromolekularer Template verfiigbar
war. So konnen normalerweise inkompatible Reaktionen in
einer einzigen Losung durchgefiihrt werden. Auch einige
Reaktionen, die mit konventionellen Synthesemethoden
kaum moglich sind, z.B. Heterokupplungen zwischen Sub-
straten, die bevorzugt Homokupplungen eingehen, gelingen
mit einem DNA-gestiitzten Format (siche Anmerkung bei der
Korrektur). Wir erwarten, dass die DTS kiinftig geordnete
mehrstufige Synthesen in einer einzigen Losung zwischen
Reaktanten erméglichen wird, die normalerweise nichtsteu-
erbare Produktmischungen liefern. Diese einzigartigen Mog-
lichkeiten der Reaktivitidtssteuerung mithilfe der effektiven
Molaritdt konnten die Zugédnglichkeit und strukturelle Viel-
falt von Bibliotheken synthetischer nieder- und hochmoleku-
larer Verbindungen iiber das mit derzeitigen Methoden
zugédngliche MaB hinaus erweitern.

Die Fahigkeit der DTS, amplifizierbare Information in
synthetische Strukturen zu iibersetzen, hat auch zu funda-
mental neuen Denkansitzen fiir weit verbreitete Herausfor-
derungen gefiihrt, mit denen Chemiker konfrontiert sind.
Diese Herausforderungen, wie die Nucleinsduredetektion,
die Entdeckung synthetischer nieder- und hochmolekularer
Verbindungen und die Entdeckung neuartiger Reaktionen,
konnen nun prinzipiell mithilfe wirkungsvoller Strategien aus
Translation, Selektion, Amplifikation und Diversifizierung
angegangen werden, die bislang nur fiir biologische Makro-
molekiile verfiigbar waren.

Bis die in dieser Ubersicht vorgestellte Vision vollsténdig
realisiert ist, miissen jedoch noch einige Ziele erreicht
werden. Dazu gehoren 1) die kontinuierliche Weiterentwick-
lung der Anwendungsbreite und synthetischen Moglichkeiten
der DTS iiber die wenigen beschriebenen synthetisch-orga-
nischen Reaktionen hinaus, 2) die kontinuierliche Entwick-
lung und Anwendung neuer Modi der Steuerung von Reak-
tivitdt durch die DTS, die mit konventionellen Syntheseme-
thoden nicht erreicht werden konnen, 3) die Entdeckung
weiterer Reaktionen, die im DTS-Format effizient ablaufen
und bislang unbekannt sind oder Templat-frei nicht ablaufen,
und 4) die Entdeckung funktioneller synthetischer nieder-
und hochmolekularer Verbindungen, die schwer oder gar
nicht auf anderen Wegen zugénglich sind. Leslie Orgel sagte
1995 voraus, dass die Entwicklung chemischer Systeme, die
die fundamentalen und wirkungsvollen Eigenschaften biolo-
gischer Molekiile nutzen, ,,will require a combination of the
techniques of organic chemistry ... and the methods of
molecular biology.“!'! Weniger als ein Jahrzehnt spiter hat
die DNA-gestiitzte Synthese diese Voraussage in ein frucht-
bares Feld fiir die Organische Chemie verwandelt.

Anmerkung bei der Korrektur (16. August 2004): Die
dritte in Abschnitt 6 fiir die DTS vorgeschlagene Anwen-
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dung, die Entdeckung von Reaktionen, wurde inzwischen
realisiert; siche: , Reaction Discovery Enabled by DNA-
Templated Synthesis and In Vitro Selection“: M. W. Kanan,
M. M. Rozenman, K. Sakurai, T. M. Snyder, D. R. Liu, Nature
2004, im Druck.

8. Abkiirzungen

ANA Altritolnucleinsdure

CDI 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbo-
diimid

DMT-MM 4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-me-

thylmorpholiniumchlorid

Dabsyl 5-Dimethylaminonaphthalin-1-sulfonyl

DTS DNA-gestiitzte Synthese

EDC 3-(3-Dimethylaminopropyl)-1-ethylcarbo-
diimid

FRET resonanter Fluoreszenzenergietransfer

HNA Hexitnucleinsdure

MALDI-TOF  Matrix-unterstiitzte Laserdesorptions/ioni-
sations-Massenspektrometrie mit Flugzeit-
detektion (matrix-assisted laser desorption
ionization—time of flight)

PCR Polymerasekettenreaktion

Sulfo-NHS N-Hydroxysulfosuccinimid, Natriumsalz

TNA Threosenucleinsdure

Wir danken Matt Kanan, Jeff Doyon, Allen Buskirk, Zev
Gartner, Prof. Stuart Schreiber und Prof Matthew Shair fiir
hilfreiche Diskussionen. X.L. wird unterstiitzt durch die
National Institutes of Health (NIH/NIGMS, ROI GM065865)
und das Office of Naval Research (N00014-03-1-0749).

Eingegangen am 13. Februar 2004 [A656]
Ubersetzt von Dr. Ralf Petri, Kéln

[1] L. E. Orgel, Acc. Chem. Res. 1995, 28, 109.
[2] G. Ertem, J. P. Ferris, Nature 1996, 379, 238.
[3] L. E. Orgel, Nature 1992, 358, 203.
[4] J. P. Ferris, R. A. Sanchez, L. E. Orgel, J. Mol. Biol. 1968, 33,
693.
[5] M. P. Robertson, S. L. Miller, Nature 1995, 375, 772.
[6] R. Lohrmann, L. E. Orgel, Science 1968, 161, 64.
[7] W. D. Fuller, R. A. Sanchez, L. E. Orgel, J. Mol. Biol. 1972, 67,
25.
[8] G. Arrhenius, J. L. Bada, G. F. Joyce, A. Lazcano, S. Miller,
L. E. Orgel, Science 1999, 283, 792.
[9] G.F. Joyce, Nature 2002, 418, 214.
[10] G.F. Joyce, Nature 1989, 338, 217.
[11] W. Gilbert, Nature 1986, 319, 618.
[12] J. P. Ferris, G. Ertem, Science 1992, 257, 1387.
[13] R. Naylor, P. T. Gilham, Biochemistry 1966, 5, 2722.
[14] A. Luther, R. Brandsch, G. von Kiedrowski, Nature 1998, 396,
245.
[15] T. Li, K. C. Nicolaou, Nature 1994, 369, 218.
[16] T. Inoue, L. E. Orgel, J. Am. Chem. Soc. 1981, 103, 7666.
[17] T. Inoue, L. E. Orgel, Science 1983, 219, 859.
[18] T.Inoue, G. F.Joyce, K. Grzeskowiak, L. E. Orgel, J. M. Brown,
C. B. Reese, J. Mol. Biol. 1984, 178, 669.
[19] W.S. Zielinski, L. E. Orgel, Nature 1987, 327, 346.

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

4977


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

[20] W.S. Zielinski, L. E. Orgel, J. Mol. Evol. 1989, 29, 281.

[21] H. Rembold, L. E. Orgel, J. Mol. Evol. 1994, 38, 205.

[22] L. Rodriguez, L. E. Orgel, J. Mol. Evol. 1991, 33, 477.

[23] C.B. Chen, T. Inoue, L. E. Orgel, J. Mol. Biol. 1985, 181, 271.

[24] C. Bohler, P. E. Nielsen, L. E. Orgel, Nature 1995, 376, 578.

[25] M. Bolli, R. Micura, A. Eschenmoser, Chem. Biol. 1997, 4, 309.

[26] M. K. Herrlein, J. S. Nelson, R. L. Letsinger, J. Am. Chem. Soc.
1995, 117,10151.

[27] Y. Xu, E. T. Kool, J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 9040.

[28] Y. Xu, N. B. Karalkar, E. T. Kool, Nat. Biotechnol. 2001, 19, 148.

[29] Y. Xu, E. T. Kool, Nucleic Acids Res. 1999, 27, 875.

[30] S. Sando, E. T. Kool, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 9686.

[31] Z.-Y.J. Zhan,J. Ye, X. Li, D. G. Lynn, Curr. Org. Chem. 2001, 5,
885.

[32] Z.-Y.J. Zhan, D. G. Lynn, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 12420.

[33] P. Luo, J. C. Leitzel, Z.-Y.J. Zhan, D. G. Lynn, J. Am. Chem.
Soc. 1998, 120, 3019.

[34] X. Li, Z.-Y.J. Zhan, R. Knipe, D. G. Lynn, J. Am. Chem. Soc.
2002, 124, 746.

[35] X. Li, D. G. Lynn, Angew. Chem. 2002, 114, 4749; Angew.
Chem. Int. Ed. 2002, 41, 4567.

[36] Y. Gat, D. G. Lynn, Biopolymers 1998, 48, 19.

[37] Y. Gat, D. G. Lynn in Templated Organic Synthesis (Hrsg.: P. J.
Stang, F. Diederich), Wiley-VCH, Weinheim, 1999, S. 133.

[38] J. T. Goodwin, D. G. Lynn, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 9197.

[39] J. C. Leitzel, D. G. Lynn, Chem. Rec. 2001, 1, 53.

[40] Y. Xu, E. T. Kool, Tetrahedron Lett. 1997, 38, 5595.

[41] Y. Xu, E. T. Kool, Nucleic Acids Res. 1998, 26, 3159.

[42] D. Summerer, A. Marx, Angew. Chem. 2002, 114, 93; Angew.
Chem. Int. Ed. 2002, 41, 89.

[43] Z.]J. Gartner, M. W. Kanan, D. R. Liu, Angew. Chem. 2002, 114,
1847; Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1796.

[44] Z.J. Gartner, D. R. Liu, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 6961.

[45] J. L. Czlapinski, T. L. Sheppard, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123,
8618.

[46] Z.J. Gartner, R. Grubina, C. T. Calderone, D. R. Liu, Angew.
Chem. 2003, 115, 1408; Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 1370.

[47] Z.]J. Gartner, M. W. Kanan, D. R. Liu, J. Am. Chem. Soc. 2002,
124,10304.

[48] X. Li, D.R. Liu, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 10188.

[49] Z.Ma, J. S. Taylor, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2000, 97, 11159.

[50] A. Mattes, O. Seitz, Angew. Chem. 2001, 113, 3277; Angew.
Chem. Int. Ed. 2001, 40, 3178.

[51] U.Landegren, R. Kaiser, J. Sanders, L. Hood, Science 1988, 241,
1077.

[52] K.J. Barringer, L. Orgel, G. Wahl, T. R. Gingeras, Gene 1990,
89, 117.

[53] D.Y. Wu, R. B. Wallace, Genomics 1989, 4, 560.

[54] D. A. Nickerson, R. Kaiser, S. Lappin, J. Stewart, L. Hood, U.
Landegren, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1990, 87, 8923.

[55] F. Barany, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991, 88, 189.

[56] M. Samiotaki, M. Kwiatkowski, J. Parik, U. Landegren, Geno-
mics 1994, 20, 238.

[57] J. Luo, D. E. Bergstrom, F. Barany, Nucleic Acids Res. 1996, 24,
3071.

[58] R. Favis, J. P. Day, N. P. Gerry, C. Phelan, S. Narod, F. Barany,
Nat. Biotechnol. 2000, 18, 561.

[59] M. Nilsson, G. Barbany, D. O. Antson, K. Gertow, U. Lande-
gren, Nat. Biotechnol. 2000, 18, 791.

[60] C.E. Pritchard, E. M. Southern, Nucleic Acids Res. 1997, 25,
3403.

[61] A. De Mesmaeker, R. Haner, P. Martin, H. E. Moser, Acc.
Chem. Res. 1995, 28, 366.

[62] D. G. Knorre, V. V. Vlassov, Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol.
1985, 25, 291.

[63] A.S. Boutorine, C. Boiziau, T. Le Doan, J.J. Toulme, C.
Helene, Biochimie 1992, 74, 485.

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

D. R. Liu und X. Li

[64] A.S. Levina, M. V. Berezovskii, A.G. Venjaminova, M. L.
Dobrikov, M. N. Repkova, V. F. Zarytova, Biochimie 1993, 75,
25.

[65] J. E. Ortigao, A. Ruck, K. C. Gupta, R. Rosch, R. Steiner, H.
Seliger, Biochimie 1993, 75, 29.

[66] U. Pieles, B. S. Sproat, P. Neuner, F. Cramer, Nucleic Acids Res.
1989, 17, 8967.

[67] J. M. Kean, A. Murakami, K. R. Blake, C. D. Cushman, P. S.
Miller, Biochemistry 1988, 27, 9113.

[68] D.S. Sigman, A. Mazumder, D. M. Perrin, Chem. Rev. 1993, 93,
2295.

[69] J. Chin, Acc. Chem. Res. 1991, 24, 145.

[70] C.-H. B. Chen, D. S. Sigman, J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 6570.

[71] J.S. Sun, J. C. Francois, R. Lavery, T. Saison-Behmoaras, T.
Montenay-Garestier, N. T. Thuong, C. Heléne, Biochemistry
1988, 27, 6039.

[72] T. Le Doan, L. Perrouault, C. Helene, M. Chassignol, N. T.
Thuong, Biochemistry 1986, 25, 6736.

[73] J. R. Morrow, L. A. Buttrey, V. M. Shelton, K. A. Berback, J.
Am. Chem. Soc. 1992, 114, 1903.

[74] D. Magda, R. A. Miller, J. L. Sessler, B. L. Iverson, J. Am.
Chem. Soc. 1994, 116, 7439.

[75] J. K. Bashkin, E. I. Frolova, U. S. Sampath, J. Am. Chem. Soc.
1994, 116, 5981.

[76] J. Hall, D. Husken, U. Pieles, H. E. Moser, R. Haner, Chem.
Biol. 1994, 1, 185.

[77] D. R. Corey, D. Pei, P. G. Schultz, Biochemistry 1989, 28, 8277.

[78] W.P. Ma, S.E. Hamilton, J. G. Stowell, S.R. Byrn, V.1I.
Davisson, Bioorg. Med. Chem. 1994, 2, 169.

[79] S. Kanaya, C. Nakai, A. Konishi, H. Inoue, E. Ohtsuka, M.
Ikehara, J. Biol. Chem. 1992, 267, 8492.

[80] Q. Zhou, S. E. Rokita, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2003, 100,
15452.

[81] Z.J. Gartner, B. N. Tse, R. Grubina, J. B. Doyon, T. M. Snyder,
D. R. Liu, Science 2004, im Druck.

[82] J. B. Doyon, T. M. Snyder, D. R. Liu, J. Am. Chem. Soc. 2003,
125,12372.

[83] J. Ye, Y. Gat, D. G. Lynn, Angew. Chem. 2000, 112, 3787,
Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 3641.

[84] R. K. Bruick, P. E. Dawson, S. B. Kent, N. Usman, G. F. Joyce,
Chem. Biol. 1996, 3, 49.

[85] G.F. Joyce, Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative
Biology, Vol. LII, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1987, S. 41.

[86] T. Wu, L. E. Orgel, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 7963.

[87] T. Wu, L. E. Orgel, J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 5496.

[88] G. von Kiedrowski, Angew. Chem. 1986, 98, 932; Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. 1986, 25, 932.

[89] K. Schoning, P. Scholz, S. Guntha, X. Wu, R. Krishnamurthy, A.
Eschenmoser, Science 2000, 290, 1347.

[90] X. Wu, G. Delgado, R. Krishnamurthy, A. Eschenmoser, Org.
Lett. 2002, 4, 1283.

[91] X. Wu, S. Guntha, M. Ferencic, R. Krishnamurthy, A. Eschen-
moser, Org. Lett. 2002, 4, 1279.

[92] 1. A. Kozlov, B. De Bouvere, A. Van Aerschot, P. Herdewijn,
L. E. Orgel, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 5856.

[93] S. Pitsch, A. Eschenmoser, Helv. Chim. Acta 1995, 78, 1621.

[94] R.J. Lewis, P. C. Hanawalt, Nature 1982, 298, 393.

[95] J. Liu, J. S. Taylor, Nucleic Acids Res. 1998, 26, 3300.

[96] G.P. Royer, K.A. Cruickshank, L.E.
EP 0214626A2, 1989.

[97] J. Woo, P. B. Hopkins, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 5457.

[98] R. L. Letsinger, T. Wu, R. Elghanian, J. Am. Chem. Soc. 1994,
116, 811.

[99] R. L. Letsinger, T. Wu, R. Elghanian, Nucleosides Nucleotides
1997, 15, 643.

Morrison,

Angew. Chem. 2004, 116, 4956 — 4979


http://www.angewandte.de

DNA-gestiitzte Synthese

[100] E. D. Lewis, T. Wu, E. L. Burch, D. M. Bassani, J.-S. Yang, S.
Schneider, W. Jager, R. L. Letsinger, J. Am. Chem. Soc. 1995,
117, 8785.

[101] K. Fujimoto, S. Matsuda, N. Takahashi, I. Saito, J. Am. Chem.
Soc. 2000, 122, 5646.

[102] X. Li, Z.J. Gartner, B. N. Tse, D. R. Liu, J. Am. Chem. Soc.
2004, im Druck.

[103] K. V. Gothelf, A. Thomsen, M. Nielsen, E. Clo, R. S. Brown, J.
Am. Chem. Soc. 2004, 126, 1044.

[104] J. Brunner, A. Mokhir, R. Kraemer, J. Am. Chem. Soc. 2003,
125, 12410.

[105] R. B. Woodward, E. Logusch, K. P. Nambiar, K. Sakan, D. E.
Ward, B. W. Au-Yeung, P. Balaram, L. J. Browne, P.J. Card,
C. H. Chen, J. Am. Chem. Soc. 1981, 103, 3210.

[106] G. Illuminati, L. Mandolini, Acc. Chem. Res. 1981, 14, 95.

[107] J. A. Bittker, K. J. Phillips, D. R. Liu, Curr. Opin. Chem. Biol.
2002, 6, 367.

[108] L. H. Eckardt, K. Naumann, W. M. Pankau, M. Rein, M.
Schweitzer, N. Windhab, G. von Kiedrowski, Nature 2002, 420,
286.

[109] N. C. Seeman, J. Theor. Biol. 1982, 99, 237.

[110] N. C. Seeman, Angew. Chem. 1998, 110, 3408; Angew. Chem.
Int. Ed. 1998, 37, 3220.

[111] N. C. Seeman, Nature 2003, 421, 427.

[112] N. C. Seeman, Trends Biotechnol. 1999, 17, 437.

[113] N. R. Kallenbach, R.I. Ma, N. C. Seeman, Nature 1983, 305,
829.

[114] C. M. Niemeyer, Curr. Opin. Chem. Biol. 2000, 4, 609.

[115] C. M. Niemeyer, Angew. Chem. 2001, 113, 4254; Angew. Chem.
Int. Ed. 2001, 40, 4128.

[116] C. M. Niemeyer, Chem. Eur. J. 2001, 7, 3189.

[117] E. Winfree, F. Liu, L. A. Wenzler, N. C. Seeman, Nature 1998,
394, 539.

[118] C. Mao, T. H. LaBean, J. H. Relf, N. C. Seeman, Nature 2000,
407, 493.

[119] K. J. Luebke, P. B. Dervan, J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 8733.

[120] A.T. Poulin-Kerstien, P. B. Dervan, J. Am. Chem. Soc. 2003,
125, 15811.

[121] B. E. Edelson, P. B. Dervan, Curr. Opin. Chem. Biol. 2003, 7, 284.

[122] H. C. Kolb, M. G. Finn, K. B. Sharpless, Angew. Chem. 2001,
113,2056; Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 2004.

[123] W. G. Lewis, L. G. Green, F. Grynszpan, Z. Radic, P. R. Carlier,
P. Taylor, M. G. Finn, K. B. Sharpless, Angew. Chem. 2002, 114,
1095; Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1053.

[124] Q. Wang, T. R. Chan, R. Hilgraf, V. V. Fokin, K. B. Sharpless,
M. G. Finn, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 3192.

[125] R. Huisgen in 1,3-Dipolar Cycloaddition Chemistry (Hrsg.: A.
Padiva), Wiley-Interscience, New York, 1984.

[126] C.T. Calderone, J. W. Puckett, Z. J. Gartner, D. R. Liu, Angew.
Chem. 2002, 114, 4278; Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 4104.

[127] G. C. Micalizio, S. L. Schreiber, Angew. Chem. 2002, 114, 160;
Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 152.

[128] D. M. Perrin, T. Garestier, C. Helene, Nucleosides Nucleotides

1999, 18, 377.

[129] D. M. Perrin, T. Garestier, C. Helene, J. Am. Chem. Soc. 2001,
123, 1556.

[130] J. A. Latham, R. Johnson, J. J. Toole, Nucleic Acids Res. 1994,
22,2817.

[131] T. Gourlain, A. Sidorov, N. Mignet, S. J. Thorpe, S. E. Lee, J. A.
Grasby, D. M. Williams, Nucleic Acids Res. 2001, 29, 1898.

[132] S. E. Lee, A. Sidorov, T. Gourlain, N. Mignet, S. J. Thorpe, J. A.
Brazier, M.J. Dickman, D.P. Hornby, J. A. Grasby, D. M.
Williams, Nucleic Acids Res. 2001, 29, 1565.

[133] K. Sakthivel, C. F. I. Barbas, Angew. Chem. 1998, 110, 2998;
Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 2872.

[134] N. K. Vaish, A. W. Fraley, J. W. Szostak, L. W. McLaughlin,
Nucleic Acids Res. 2000, 28, 3316.

Angew. Chem. 2004, 116, 4956 — 4979

www.angewandte.de

Angewandte

[135] J. Matulic-Adamic, A. T. Daniher, A. Karpeisky, P. Haeberli, D.
Sweedler, L. Beigelman, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2000, 10,
1299.

[136] T. M. Dewey, A. A. Mundt, G.J. Crouch, M. C. Zyzniewski,
B. E. Eaton, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 8474.

[137] T.M. Dewey, M. C. Zyzniewski, B. E. Eaton, Nucleosides
Nucleotides 1996, 15, 1611.

[138] A. C. Forster, Z. Tan, M. N. Nalam, H. Lin, H. Qu, V. W. Cornish,
S. C. Blacklow, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2003, 100, 6353.

[139] H. Tao, V. W. Cornish, Curr. Opin. Chem. Biol. 2002, 6, 858.

[140] S. R. Starck, X. Qi, B. N. Olsen, R. W. Roberts, J. Am. Chem.
Soc. 2003, 125, 8090.

[141] A. Frankel, S. Li, S. R. Starck, R. W. Roberts, Curr. Opin.
Struct. Biol. 2003, 13, 506.

[142] A. Frankel, S. W. Millward, R. W. Roberts, Chem. Biol. 2003,
10, 1043.

[143] J. C. Chaput, J. W. Szostak, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 9274.

[144] 1. A. Kozlov, S. Pitsch, L. E. Orgel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1998, 95, 13448.

[145] 1. A. Kozlov, P. K. Politis, A. Van Aerschot, R. Busson, P.
Herdewijn, L. E. Orgel, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 2653.

[146] 1. A. Kozlov, L. E. Orgel, P. E. Nielson, Angew. Chem. 2000,
112, 4462; Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 4292.

[147] O.L. Acevedo, L. E. Orgel, J. Mol. Biol. 1987, 197, 187.

[148] J. G. Schmidt, L. Christensen, P. E. Nielsen, L. E. Orgel, Nucleic
Acids Res. 1997, 25, 4792.

[149] J. G. Schmidt, P. E. Nielsen, L. E. Orgel, Nucleic Acids Res.
1997, 25, 4797.

[150] 1. A. Kozlov, M. Zielinski, B. Allart, L. Kerremans, A. Van Aer-
schot, R. Busson, P. Herdewijn, L. E. Orgel, Chem. Eur. J. 2000,
6, 151.

[151] J. A. R. Stutz, C. Richert, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 12718.

[152] D. M. Rosenbaum, D.R. Liu, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125,
13924,

[153] D.S. Wilson, J. W. Szostak, Annu. Rev. Biochem. 1999, 68, 611.

[154] C.J. Li, T.H. Chan, Organic Reactions in Aqueous Media,
Wiley, New York, 1997.

[155] K. Eitner, F. Bartl, B. Brzezinski, G. Schroeder, Supramol.
Chem. 2001, 13, 627.

[156] B. Dietrich, P. Viout, J.-M. Lehn, Macrocyclic Chemistry, Wiley-
VCH, Weinheim, 1993.

[157] D. Sinou in Modern Solvent in Organic Synthesis (Hrsg.: P.
Knochel), Springer, Berlin, 1999, S. 41.

[158] H. Kinoshita, H. Shinokubo, K. Oshima, J. Am. Chem. Soc.
2003, 125, 7784.

[159] J. P. Jost, J. Jiricny, H. Saluz, Nucleic Acids Res. 1989, 17, 2143.

[160] S. M. Mel'nikov, B. Lindman, Langmuir 1999, 15, 1923.

[161] G.F. Joyce, G. M. Visser, C. A. A. Boeckel, J. H. van Boom,
L. E. Orgel, J. van Westrenen, Nature 1984, 310, 602.

[162] J. G. Schmidt, P. E. Nielsen, L. E. Orgel, J. Am. Chem. Soc.
1997, 119, 1494.

[163] J. Minshull, W. P. Stemmer, Curr. Opin. Chem. Biol. 1999, 3, 284.

[164] F. Arnold, Acc. Chem. Res. 1998, 31, 125.

[165] E. H. Arnold, L. Giver, A. Gershenson, H. Zhao, K. Miyazaki,
Ann. N. Y. Acad. Sci. 1999, 870, 400.

[166] M. B. Tobin, C. Gustafsson, G. W. Huisman, Curr. Opin. Struct.
Biol. 2000, 10, 421.

[167] U. T. Bornscheuer, M. Pohl, Curr. Opin. Chem. Biol. 2001, 5, 137.

[168] M. Chartrain, P. M. Salmon, D. K. Robinson, B. C. Buckland,
Curr. Opin. Biotechnol. 2000, 11, 209.

[169] A. Jaschke, B. Seelig, Curr. Opin. Chem. Biol. 2000, 4, 257.

[170] S. V. Taylor, P. Kast, D. Hilvert, Angew. Chem. 2001, 113, 3408;
Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 3310.

[171] H. Lin, V. W. Cornish, Angew. Chem. 2002, 114, 4580; Angew.
Chem. Int. Ed. 2002, 41, 4402.

[172] J.J. Bull, H. A. Wichman, Annu. Rev. Ecol. Syst. 2001, 32, 183.

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

4979


http://www.angewandte.de

