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Die DNA-gesteuerte Synthese hat sich als eine wirksame
Methode zur Kontrolle der Reaktivit�t von Reaktanten be-
w�hrt, wobei der Ansatz der Natur, die effektive Molarit�t zu
erh!hen, nachgeahmt wird.[1] Durch Ausnutzung der DNA-
eigenen F�higkeit, komplement�re Str�nge miteinander zu
paaren, k!nnen daran gebundene niedermolekulare Reak-
tanten in r�umliche N�he gebracht werden, um somit deren
effektive Molarit�t zu erh!hen und chemische Reaktionen zu
beschleunigen. Mehrere Anwendungen sind aus diesem
Ansatz hervorgegangen, z.B. zum Auffinden von neuen
Substanzen aus synthetischen Bibliotheken, zur Entdeckung
neuer Reaktionen und zur Nucleins�ure-Diagnostik.[1,2] Zu-
s�tzlich dienen diese Arten von Reaktionen als Modelle, um
die Wirkung von Nucleins�uren als Katalysatoren chemischer
Reaktionen und damit ihre Rolle in der Entstehung von
Leben auf der Erde aufzuzeigen.[3,4]

Alle erw�hnten Ans�tze haben gemeinsam, dass zwei
Reaktanten kovalent an DNA- oder PNA-Str�nge gebunden
werden, um anschließend durch Selbsthybridisierung oder
Anlagerung an einen dritten Nucleins�urestrang miteinander
zu reagieren. Dieses Konzept f2hrt in den meisten F�llen zu
einer kovalenten Verkn2pfung der beiden modifizierten
Oligonucleotide, wozu es nur wenige Ausnahmen gibt.[1, 2,5]

Analog dazu wurde 2ber eine DNA-gesteuerte Esterhydro-
lyse durch einen CuII-Katalysator und 2ber eine DNA-ge-
steuerte Staudinger-Verkn2pfung berichtet.[5e,f] In diesen
F�llen reagierte ein nichtgebundenes Reagens (Wasser) mit
einem DNA-gebundenen Reagens durch DNA-Hybridisie-
rung. Unsere Absicht war es, die Anwendungsm!glichkeiten
der DNA-gesteuerten Synthese zu erweitern, um nichtge-
bundene Reagentien verwenden zu k!nnen. Wir berichten
hier 2ber einen neuen Ansatz unter Anwendung der ge-
kreuzten Aldolreaktion eines DNA-gebundenen Aldehyds
mit freien, nichtgebundenen Ketonen. Unser Ansatz beruht
auf der kovalenten Ankn2pfung eines Katalysators an ein
Oligonucleotid, das zu einer DNA-gebundenen Aldehyd-
Komponente komplement�r ist.

Seit einigen Jahren findet das Gebiet der Organokatalyse
ein großes Interesse.[6] F2r zahlreiche kleine organische Mo-

lek2le wurden bemerkenswerte katalytische Selektivit�ten
und effiziente Transformationen nachgewiesen. Zu den
wichtigsten Komponenten der Organokatalyse z�hlen Prolin
und seine Derivate, die außergew!hnliche Katalyseeigen-
schaften zeigten, z.B. die Katalyse der Aldolreaktion 2ber ein
Enamin-Intermediat. Wir vermuteten, dass ein DNA-gebun-
denes Prolin als Katalysator f2r eine gekreuzte Aldolreaktion
zwischen einem weiteren, an eine komplement�re DNA ge-
bundenem Aldehyd und einem freien Keton dienen k!nnte.
Zu beachten ist, dass die f2r DNA-Umsetzungen notwendi-
gen w�ssrigen Reaktionsbedingungen immer noch als pro-
blematisch f2r die Organokatalyse gelten.[8] Es gibt bereits
zwei Berichte 2ber DNA-gesteuerte Aldolreaktionen,[4,9] al-
lerdings unterscheidet sich unser Ansatz konzeptionell durch
die kovalente Verkn2pfung des Katalysators und einen Re-
aktionspartner, der nicht DNA-gebunden ist.

Zun�chst synthetisierten wir das Oligonucleotid-Templat
1, das an seinem 3’-Ende einen konjugierten Aldehyd tr�gt,
und einen dazu komplement�ren Strang 2, der ein Prolin an
seinem 5’-Terminus gebunden hat (Abbildung 1).[10] Im An-
schluss testeten wir – zun�chst in w�ssrigem Puffer bei pH 7.2
– die F�higkeit des Prolinamids 2, die Reaktion zwischen
Aceton und 1 zu katalysieren. Die Reaktionen wurden durch
denaturierende HPLC[11] bei 50 8C analysiert, um die not-

Abbildung 1. a) Durch das Prolinamid 2 katalysierte DNA-gesteuerte
gekreuzte Aldolreaktion. b) A) HPLC-Analyse des Reaktionsgemischs
von 1 und 2 in 100 mm Phosphatpuffer (pH 7.2) ohne Zusatz von
Aceton. B) HPLC-Analyse der durch 2 katalysierten Reaktion zwischen
1 und Aceton nach 4 Stunden in 100 mm Phosphatpuffer (pH 7.2) bei
25 8C. Phosphatpuffer: Na2HPO4/NaH2PO4; die Reaktion wurde in
w3ssrigem Puffer/Aceton (v/v 4:1) durchgef4hrt.
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wendige Trennleistung zu erreichen. Die erhaltenen Signale
wurden durch ESI-MS-Analyse den entsprechenden Verbin-
dungen zugewiesen.[10] Wir erhielten das gew2nschte Produkt
einer gekreuzten Aldolreaktion zwischen dem DNA-gebun-
denen Aldehyd 1 und Aceton in hohen Ausbeuten (Abbil-
dung 1). Das Verschwinden des Signals von 1 sowie die Bil-
dung von zwei neuen Verbindungen wurde beobachtet. Eine
wurde durch ESI-MS als das gew2nschte Reaktionsprodukt 3
identifiziert. Das Nebenprodukt wird als 4 gedeutet, dessen
Bildung durch eine Kondensation von 2 mit Aceton erkl�rt
werden kann.[12]

Im weiteren Verlauf der Studie optimierten wir die Re-
aktionsbedingungen und fanden heraus, dass ein 200 mm

Phosphatpuffer mit pH 7.0–8.0 am besten geeignet ist. Um zu
best�tigen, dass die beobachteten Ergebnisse tats�chlich
durch eine Prolin-abh�ngige Katalyse verursacht wurden,
untersuchten wir die Bildung von 3 unter Zugabe unter-
schiedlicher Oligonucleotide in einem zeitabh�ngigen Expe-
riment (Abbildung 2, Tabelle 1). Wenn ein unmodifiziertes

Oligonucleotid 5 verwendet wurde, das komplement�r zu 1
war, so war das gew2nschte Reaktionsprodukt nach 24 h un-
terhalb der Detektionsgrenze (Tabelle 1, Experiment 1). In-
teressanterweise katalysierte auch ein DNA-gebundenes
prim�res Amin 6 die gekreuzte Aldolreaktion mit einer
Ausbeute von 40% nach 24 h (Experiment 2). Dennoch
bleibt festzuhalten, dass die Prolin-modifizierte DNA 2 be-
reits nach 4 h 92% an 3 erzielte (Abbildung 2 und Tabelle 1,
Experiment 3), was auf eine wesentlich niedrigere Effizienz
von 6 bei der Katalyse der Reaktion hinweist. Ein Vergleich
der anf�nglichen Umsatzgeschwindigkeiten macht deutlich,
dass die Reaktion durch 2 (243H 10�11

m s�1) rund 170fach
schneller als durch 6 (1.43 H 10�11

m s�1) katalysiert wird.[10]

Sogar 10faches Verd2nnen der Reaktanten 1 und 2 ergab die
gleiche Ausbeute (Experiment 4). Wenn das Nebenprodukt 4
zur Katalyse eingesetzt wurde (Experiment 5), konnte eine
nur sehr geringe Effizienz beobachtet werden. Im Unter-
schied zur hohen Wirksamkeit des Oligonucleotid-Konjugats
2 erwies sich nichtkonjugiertes Prolinamid als schlechter
Katalysator dieser Reaktion (Tabelle 1, Experimente 6 und
7).

Als n�chstes untersuchten wir die Bandbreite der Reak-
tion. Wir fanden, dass DMSO das beste Zusatzl!sungsmittel
f2r wasserunl!sliche Ketone ist. Mittlere bis hohe Ausbeuten
wurden bei der Verwendung von DNA-gebundenem Prolin-
amid 2 f2r die Katalyse der Reaktion von Oligonucleotid 1
mit unterschiedlichen Ketonen gefunden (Abbildung 3).

Folglich k!nnen unter Einsatz des DNA-gebundenen Pro-
linamids 2 unterschiedliche gekreuzte Aldolreaktionen aus-
gehend von DNA-gebundenem Aldehyd 1 durchgef2hrt
werden. Die Umsatzgeschwindigkeiten waren jedoch niedri-
ger als f2r die Reaktion mit Aceton.

Es wurden nur wenige Beispiele beschrieben, in denen
DNA-gesteuerte Reaktionen einen katalytischen Umsatz er-
reichen.[13] Wegen der Bildung von bicyclischem Imidazoli-
dinon 4 (Tabelle 1, Experiment 5), das den Katalysator in-
aktiviert, hielten wir es f2r unwahrscheinlich, dass die hier
dargestellte Reaktion mit katalytischem Umsatz verlaufen
w2rde, wenn nur subst!chiometrische Mengen von 2 ver-
wendet werden. Um hierf2r eine L!sung zu finden, wurde das
Oligonucleotid 7 synthetisiert, das zwei 2ber eine Peptidbin-

Abbildung 2. a) Katalyse einer gekreuzten Aldolreaktion durch unter-
schiedliche DNA-Konstrukte. b) Zeitabh3ngige Bildung der mit unter-
schiedlichen DNA-Konstrukten erhaltenen Reaktionsprodukte.

Tabelle 1: Gekreuzte Aldolreaktion mit unterschiedlichen Katalysatoren.

Nr. Katalysator[a] t [h] Ausb. 3 [%]

1 5 24 <5
2 6 24 40
3 2 4 92
4 2[b] 4 92
5 4 24 <5
6 Prolinamid[c] 4 6
7 Prolinamid[d] 4 15

[a] Bedingungen: Die Konzentration der Oligonucleotide war 3.0 mm in
100 mm Phosphatpuffer (pH 7.2), und das Verh3ltnis w3ssriger Puffer/
Aceton betrug 5:1 (v/v). Die Reaktionen wurden bei 25 8C inkubiert.
[b] Die Konzentration der Oligonucleotide war 0.3 mm. [c] Die Konzen-
tration des Prolinamids war 0.3 mm. [d] Die Konzentration des Prolin-
amids war 3.0 mm.

Abbildung 3. Produkte der durch 2 katalysierten gekreuzten Aldolreak-
tion von 1 mit unterschiedlichen Ketonen. Die Konzentrationen der
Oligonucleotide waren 3.0 mm in 100 mm Phosphatpuffer (pH 8.0) mit
w3ssriger Phase/DMSO/Keton 30:10:3 (v/v/v). Anfangsreaktions-
geschwindigkeiten und Ausbeuten sind angegeben.
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dung verkn2pfte Prolineinheiten enth�lt. Die Bildung eines
Imidazolidinons sollte hier verhindert werden, da in g-Posi-
tion zum an der Enaminbildung beteiligten N-Atom kein
Amidproton vorliegt. Tats�chlich konnte die gew2nschte
Reaktion ohne die Bildung nennenswerter Mengen an Ne-
benprodukt erreicht werden, wenn 1 mit Aceton in Gegen-
wart von 7 zur Reaktion gebracht wurde (Abbildung 4).

Die anf�ngliche Umsatzgeschwindigkeit (41.2 H
10�11

m s�1) der durch 7 katalysierten Reaktion war niedriger
als f2r die durch 2 katalysierte Reaktion, aber dennoch wurde
eine exzellente Ausbeute des gew2nschten Produkts erreicht
(Tabelle 2, Experiment 1). Als n�chstes untersuchten wir, ob

7 die Reaktion auch in subst!chiometrischen Mengen kata-
lysieren konnte, was tats�chlich der Fall war (Tabelle 2, Ex-
perimente 2–4). Mit 10 Mol-% 7 erzielte die Reaktion zwi-
schen Oligonucleotid 1 und Aceton eine Ausbeute von 41%
innerhalb von 72 h.

Es ist vorstellbar, dass die niedrigen Ums�tze durch die
Bildung einer stabilen DNA-Doppelhelix aus Katalysator 7
und Reaktionsprodukt 3 bedingt sind, der sich ein ineffizi-
enter Strangaustausch von 3 mit Reaktant 1 anschließt.
Unsere Iberlegung war, dass der Strangaustausch durch
einen zyklischen Wechsel der Umgebungstemperatur zwi-
schen 25 8C (Reaktionstemperatur) und 80 8C (Schmelztem-
peratur eines DNA-Doppelstrangs) gef!rdert werden k!nnte.
Es ist anzumerken, dass die Schmelztemperatur (Tm) f2r den

Doppelstrang aus 1 und 7 bei 63 8C liegt.[10] W�hrend des
Anlagerns beim Abk2hlen von 80 8C auf 25 8C hat 1 anf�ng-
lich eine h!here Wahrscheinlichkeit, sich an den Katalysator 2
anzulagern (wenn es im Iberschuss zu Produkt 3 vorliegt),
weshalb die Produktbildung bis zum Erreichen des Gleich-
gewichts bevorzugt sein sollte. Wir fanden, dass der Umsatz
tats�chlich durch zyklische Temperatur�nderungen deutlich
erh!ht werden konnte (Tabelle 3). Mit 10 Mol-% Katalysator

und 25 Temperaturzyklen wurde eine h!here Ausbeute als bei
isothermen Bedingungen erhalten (Tabelle 2, Experimente 2–
4 und Tabelle 3, Experiment 1). Die Ausbeute konnte durch
Erh!hen der Zyklenzahl bis auf 71% gesteigert werden
(Tabelle 3, Experiment 2). Zu erw�hnen ist, dass die Reakti-
on unter isothermen Bedingungen bei 80 8C f2r 1 h in Ab-
wesenheit von 7 nur eine geringe Ausbeute an 14% erzielte.
Dies schließt aus, dass die erh!hte Ausbeute im Falle der
zyklischen Reaktionen durch l�ngere Reaktionszeiten bei
erh!hter Reaktionstemperatur bedingt war. Der Katalysa-
toranteil konnte weiter bis auf 5 Mol-% verringert werden,
wobei immer noch ein Umsatz und signifikante Produktbil-
dung beobachtet werden konnten (Tabelle 3, Experimente 4
und 5).

Zusammengefasst ist ein an einen DNA-Strang gebun-
denes Prolin in der Lage, effizient die gekreuzte Aldolreak-
tion zwischen einem komplement�ren DNA-Aldehyd-Kon-
jugat und nichtgebundenem Keton zu katalysieren. Das ent-
wickelte System ist ebenso f�hig, die Aldolreaktion zwischen
DNA-gebundenen Aldehyden und Ketonen zu katalysieren,
wobei DMSO als Zusatzl!sungsmittel in F�llen von wasser-
unl!slichen Ketonen toleriert wird. Interessanterweise
konnte durch Optimierung des Prolinkatalysators eine Spe-
zies erzeugt werden, die in der Lage war, katalytische Um-
s�tze zu erreichen. Die Umsatzgeschwindigkeiten ließen sich
durch zyklisches Ver�ndern der Umgebungstemperatur zwi-
schen der Reaktionstemperatur und der DNA-Schmelztem-
peratur weiter steigern. Unsere Erkenntnis, dass DNA-ge-
bundene Proline sogar intermolekulare Aldolreaktionen
zwischen gebundenen und nichtgebundenen Reaktanten ka-
talysieren, erweitert das Methodenrepertoire DNA-gesteu-
erter Reaktionen.
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ver�nderte Fassung am 16. Juni 2007
Online ver!ffentlicht am 17. August 2007

Abbildung 4. a) Durch das Prolinamid 7 katalysierte DNA-gesteuerte
gekreuzte Aldolreaktion zwischen 1 und Aceton. b) Analyse der Reakti-
onsprodukte mit denaturierender HPLC.

Tabelle 2: Durch Oligonucleotid 7 katalysierte gekreuzte Aldolreaktion.

Nr. 7 [Mol-%][a] t [h] Ausb. [%]

1 100 24 93
2 10 24 26
3 10 48 34
4 10 72 41

[a] Die Konzentration des Oligonucleotids 1 war 3.0 mm in 100 mm

Phosphatpuffer (pH 7.3) bei 25 8C. Das Verh3ltnis von w3ssrigem Puffer/
Aceton war 5:1 (v/v).

Tabelle 3: Durch Oligonucleotid 7 katalysierte gekreuzte Aldolreaktionen
bei Anwendung von Temperaturzyklen.[a]

Nr. 7 [Mol-%] Zyklen Ausb. [%]

1 10 25 56
2 10 50 71
3 5 25 41
4 5 50 53
5 0 50 14

[a] Die Temperaturzyklen wurden nach folgendem Programm durchlau-
fen: Reaktion bei 25 8C f4r 1 h, anschließend Denaturierung bei 80 8C f4r
1 min.
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