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1. Einleitung

Die 1,3-dipolare Cycloaddition von Aziden mit Alkinen –
die Huisgen-Reaktion[1] – wird seit kurzem f"r eine große
Zahl neuer Anwendungen eingesetzt,[2] (ca. 1000 Publikatio-
nen) nachdem entdeckt wurde, dass sie effizient durch Kup-
fer(I) katalysiert werden kann [Gl. (1)].[3] Die mehrstufige
kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC), die
in diesem Kurzaufsatz beleuchtet werden soll, ist eines der

prominentesten Beispiele f"r eine
Gruppe von Reaktionen, die man
Klickreaktionen nennt. Merkmale
dieser Reaktionen sind gem2ß der
Definition von Sharpless eine sehr
hohe Ausbeute, milde Reaktionsbe-
dingungen sowie die Vertr2glichkeit
mit einer großen Bandbreite funktio-

neller Gruppen.[4] Typischerweise ben7tigen diese Reaktio-
nen keine oder nur eine simple Aufarbeitung, und die Pro-
dukte fallen in hoher Reinheit an.

Die bedeutendste Eigenschaft der CuAAC ist ihre ein-
zigartige Bioorthogonalit2t, da weder Azide noch terminale
Alkine Funktionen sind, die in nat"rlichen Systemen vor-
kommen. Eine große Zahl von Biomolek"len, darunter
Peptide,[5] Proteine,[6] Polysaccharide[7] und auch ganze Vi-
ren[8] sowie Zellen,[9] wurden mithilfe der neuen Reaktion
effizient modifiziert. Der Einsatz der CuAAC zur DNA-
Modifizierung wurde durch die Tatsache verz7gert, dass
Kupferionen in der Regel die DNA sch2digen, "blicherweise
in Form von Strangbr"chen.[10] Dieses Problem konnte durch
Zugabe stark Kupfer(I) stabilisierender Liganden wie
Tris(benzyltriazolylmethyl)amin (TBTA)[11] gel7st werden.
Nach diesem Durchbruch ist die CuAAC auf dem besten
Weg, die Standardmethode zur Markierung und Modifizie-
rung von DNA zu werden.

In einer Vielzahl von Anwendungen, z.B. in der mole-
kularen Diagnostik, ist es von zentraler Bedeutung, DNAmit
Markierungen (z.B. mit Fluoreszenzfarbstoffen) zu versehen,
um die Detektion von DNA-Analyten zu erm7glichen. Dar-
"ber hinaus wird oft Biotin an DNA-Molek"le angekn"pft,
um die DNA-Reinigung zu vereinfachen. Auch wurde die
DNA mit Kohlenhydraten modifiziert, um z.B. selektive Sil-
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berabscheidungen an diesen DNA-Kohlenhydrat-Konjugaten
zu erreichen. Es gibt zwei Strategien zur Einf"hrung von
Markierungen in Oligonucleotide: die pr2synthetische und
die postsynthetische Modifizierung (Abbildung 1). Pr2syn-
thetische Modifizierung bedeutet, dass die Nucleotidmono-
mere, aus denen die DNA synthetisiert wird, die gew"nschte
Markierung bereits enthalten; d.h., diese modifizierten Oli-
gonucleotide werden im Rahmen des "blichen Phosphora-
miditverfahrens mit in den DNA-Strang eingebaut. Bei der
postsynthetischen Modifizierung wird w2hrend der DNA-
Synthese zun2chst eine kleinere reaktive Gruppe mit einge-
baut, die im Anschluss mit dem Marker funktionalisiert wird.

Bei der pr2synthetischen Strategie (Abbildung 1A) muss
ein Phosphoramidit hergestellt werden, das die gew"nschte

Markierung bereits enth2lt und so stabil ist, dass es die recht
harschen Bedingungen der DNA-Synthese (S2ure, Base,
oxidative Bedingungen) und der Entsch"tzung (stark alkali-
sche Bedingungen) "bersteht. Phosphor(III)-Atome im
Phosphoramidit, die relativ leicht zu Phosphor(V) im Phos-
phoramidat oxidiert werden k7nnen, m"ssen in Gegenwart
des Markers stabil sein. Die pr2synthetische Modifizierungs-
methode schließt daher viele Marker aus, die selbst reaktive
funktionelle Gruppen enthalten, die basen- oder s2ureemp-
findlich sind. Alternativ kann der Marker auch als das ent-
sprechende Triphosphat synthetisiert werden und dann w2h-
rend einer Polymerasekettenreaktion (PCR) durch eine
DNA-Polymerase in DNA eingebaut werden. DieseMethode
ist aus sterischen Gr"nden sowie durch die Tatsache limitiert,
dass nicht alle Triphosphate als Substrat von den Polymerasen
akzeptiert werden.

Bei der postsynthetischen Strategie (Abbildung 1B) wird
zun2chst eine kleine reaktive Gruppe in die DNA eingef"hrt,
und anschließend werden die gew"nschtenMarker "ber diese
Gruppen angebunden. Dies geschieht nach der DNA-Syn-
these, Abspaltung vom Harz und Reinigung der DNA (Ab-
bildung 1B). Derzeit werden vor allem Aminogruppen "ber
so genannte Aminomodifizierer (aminomodifier) eingebaut
und diese anschließend mit Reaktivestern (z.B. solchen mit
N-Hydroxysuccinimideinheiten) der entsprechenden Marker
umgesetzt.[12] Auf diese Weise ist es m7glich, empfindliche
Molek"le in den DNA-Strang einzubauen. Die Methode ist
ausgesprochen vielseitig, denn ist der DNA-Strang einmal
hergestellt, kann eine Vielzahl von Gruppen mit ihm zur
Reaktion gebracht werden. Allerdings sind die Ausbeuten der
Kupplung des Reaktivesters mit dem Amin in der DNA oft
relativ niedrig, und die entsprechenden DNA-Str2nge m"ssen
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Abbildung 1. Pr<synthetische (A; blau: Nucleotide, rot: Marker) und
postsynthetische Modifizierungsmethode (B; blau: Nucleotide, rote
St<bchen: reaktive Gruppe, rote Kugeln: Marker). Details siehe Text.

DNA-Klickchemie
Angewandte

Chemie

8479Angew. Chem. 2008, 120, 8478 – 8487 � 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


anschließend aufw2ndig durch HPLC gereinigt werden. So
vielseitig diese Methode auch ist, macht sie die DNA-Mar-
kierung aus diesem Grund doch ausgesprochen teuer. Auch
im Fall der Nucleobasen mit reaktiven Aminogruppen ist es
m7glich, diese in Form ihrer Triphosphate direkt "ber Primer-
Verl2ngerung oder PCR in DNA einzubauen und anschlie-
ßend die DNA zu markieren.[13]

Die genannten Probleme lassen sich mit der CuAAC l7-
sen: Diese Reaktion verl2uft ausgesprochen sauber, mit ho-
hen Ausbeuten und unter milden Reaktionsbedingungen. Die
Ausf"hrung der CuAAC an Oligonucleotiden erfordert die
Herstellung von DNA, die Alkine oder Azide als funktionelle
Gruppen enth2lt. Wie in Schema 1 gezeigt, wurden Alkin-
und Azidgruppen bereits an verschiedenen Positionen in

Nucleins2uren eingef"hrt. Dar"ber hinaus wurde DNA mit
einer großen Zahl nicht nucleotidischer Alkin- oder Azid-
DNA-Modifizierungsreagentien umgesetzt.[14,15] Es muss be-
achtet werden, dass die Synthese von azidmodifizierter DNA
durch die Standardfestphasensynthese ausgesprochen
schwierig ist, da Azide durch die Phosphor(III)-Spezies der
Phosphoramidite relativ leicht reduziert werden. Azidmodi-
fizierte DNA ist daher in der Regel nur schwer zug2nglich.

In diesem Kurzaufsatz fassen wir die aktuellsten Ent-
wicklungen bei der Modifizierung von Oligonucleotiden
mithilfe der CuAAC zusammen. In den Abschnitten 2–6 be-
schreiben wir die Anwendung von DNA-Str2ngen, die mit-
hilfe der Festphasensynthese und nach Modifizierung mit der
CuAAC gewonnen wurden.[16] In Abschnitt 7 fassen wir die
Klickchemie an DNA in Kombination mit enzymatischen
Strategien zusammen.

2. Herstellung oberfl�chenimmobilisierter DNA

Im ersten Beispiel f"r eine erfolgreicheModifizierung von
DNA[*] mithilfe der Azid-Alkin-Cycloaddition wurde eine 5’-
alkylaminomodifizierte DNA verwendet, die mit Succinimi-
dyl-5-azidovalerat umgesetzt wurde, um die DNA postsyn-
thetisch am 5’-Terminus mit einer Azidgruppe zu verse-

hen.[17,18] Der direkte Einbau von Azidgruppen in syntheti-
sche DNA ist wie schon oben erw2hnt schwierig, weil die
Azidgruppe mit den Phosphor(III)-Atomen der Phosphora-
midite in einer Staudinger-Reduktion reagiert.[16] Anschlie-
ßend wurde eine thermische (nicht Kupfer(I)-katalysierte)
Cycloaddition mit einem alkinmodifizierten Fluoresceinmo-
lek"l durchgef"hrt. Das Produkt wurde in exzellenter Aus-
beute, aber als Mischung des 1,4- und des 1,5-Triazols isoliert.
Die Entstehung beider Triazole ist typisch f"r die Huisgen-
Cycloaddition, wenn sie ohne Kupfer(I)-Katalyse durchge-
f"hrt wird. Die eben geschilderte zweistufige Prozedur er-
m7glicht es auch, azidmodifizierte DNA-Str2nge zu erzeugen
und diese dann mithilfe der CuAAC an Glasoberfl2chen an-
zukn"pfen.[19] Ein alternativer Ansatz zur Immobilisierung
von DNA an Oberfl2chen mithilfe der CuAAC nutzt Alkin-
gruppen, die am 5’-Ende des DNA-Stranges eingef"gt wer-
den. Die modifizierte DNA reagiert anschließend mit azid-
modifizierten Goldoberfl2chen.[20] Noch einfacher gelang es
Reinhoudt et al. , DNA zu immobilisieren: Sie pressten Po-
lydimethylsiloxan(PDMS)-Stempel, die mit alkinmodifizier-
ter DNA bedeckt waren, direkt auf azidmodifizierte Glas-
fl2chen. Bei dem hohen Druck reagieren die Alkingruppen
vermutlich direkt mit den Aziden auch in Abwesenheit von
Kupfer(I).[15]

3. Herstellung von DNA-Protein-Konjugaten

Besonders erfolgreich wurde die CuAAC zur Synthese
von komplexen DNA-Protein-Konjugaten eingesetzt.[21] Di-
stefano et al. verl2ngerten das gr"n fluoreszierende Protein
(GFP) mit dem Tetrapeptid CVIA, was mithilfe des Enzyms
Farnesyltransferase (PFTase), das dieses Peptid spezifisch
erkennt, eine Ankn"pfung des azidmodifizierten Isoprendi-
phosphats 1 erm7glichte (Schema 2).[22] So wurde ein azid-
haltiges GFP-Protein 2 synthetisiert, das anschließend mit
einem DNA-Einzelstrang, der am 5’-terminalen Phosphatrest
eine Alkingruppe enthielt, in einer CuAAC umgesetzt wurde.
Um zu testen, ob die angekn"pfte DNA nun noch hybridi-
sierungsf2hig ist, wurde ein zweiter DNA-Gegenstrang mit
dem Farbstoff Texasrot ausgestattet und mit dem DNA-Pro-
tein-Konjugat umgesetzt. Dabei konnte in der Tat eine effi-
ziente Hybridisierung beobachtet werden. Mithilfe dieser
Methode, die die Synthese von DNA-Protein-Konjugaten
erm7glicht, gelang der Gruppe die Herstellung nanoskaliger
DNA-Tetraeder, die mit vier gr"n fluoreszierenden Proteinen
dekoriert sind.[23] Derzeit wird diese Methode weiter ausge-
arbeitet, um komplexere proteinmodifizierte DNA-Nano-
strukturen aufzubauen.

Schema 1. Positionen, an denen bereits Azide oder Alkine in DNA ein-
gef2hrt wurden. An den mit roten Pfeilen markierten Positionen wur-
den lediglich terminale Azid- und Alkinreste eingef2hrt. B = Nucleo-
base.

[*] In diesem Beispiel wurde die Cycloaddition wegen der DNA sch<di-
genden Wirkung von Kupfer(I) in w<ssriger LIsung lediglich ther-
misch, ohne Kupfer(I)-Katalyse, durchgef2hrt. In der Folge der Ver-
Iffentlichung von Kupfer(I) stabilisierenden Liganden, die die Klick-
reaktion ebenfalls stark katalysieren, aber das Auftreten freier Kup-
ferionen in LIsung vermeiden, setzte sich die Kupfer(I)-katalysierte
Variante der Azid-Alkin-Reaktion durch. Dennoch sehen wir die Arbeit
von Ju et al. trotz der fehlenden Kupferkatalyse als die erste Anwen-
dung der Klickchemie an DNA an.
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4. Herstellung cyclischer und verzweigter
DNA-Strukturen

Besonders die Synthese von cyclischer und verknoteter
DNAwurde durch die CuAAC stark vereinfacht.[16,24] Brown
et al. gelang es z.B., einzelstr2ngige Oligonucleotide
(ssODNs) am 5’-terminalen Ende mit einer Alkingruppe und
am 3’-terminalen Ende mit einer Azidgruppe zu versehen.[25]

Das Azid wurde, wie von Ju et al. beschrieben,[17] durch
Kupplung von Succinimidyl-4-azidobutyrat mit einem Ami-
no-Linker in der DNA erzeugt (7 in Schema 3). Die Alkin-
gruppe wurde direkt w2hrend der DNA-Synthese eingef"hrt,
indem die Festphasensynthese mit einem Phosphoramidit 8
abgebrochen wurde. Die derart Alkin-Azid-modifizierte
DNA reagiert unter hoher Verd"nnung in einer CuAAC mit
sich selbst und ergibt in hohen Ausbeuten einzelstr2ngige
cyclische Oligonucleotide. Bei Zugabe komplement2rer Oli-
gonucleotide, die ebenfalls Azid- und Alkingruppen enthal-

ten, kann auch diese DNA nach der Hybridisierung cyclisie-
ren, wodurch verknotete DNA-Strukturen entstehen. In ei-
nem solchen Fall wirkt das erste cyclische Oligonucleotid als
Templat f"r die zweite CuAAC-katalysierte Klickreaktion.
Eine besondere Eigenschaft von derart verknoteten DNA-
Strukturen ist, dass sie ausgesprochen resistent gegen den
Abbau durch Exonucleasen sind.

Die Exonucleasestabilit2t cyclischer DNA wurde auch
von Matsuda et al. untersucht.[26] Diese Gruppe stellte dop-
pelstr2ngige Oligonucleotide her, die an den kB-Transkripti-
onsfaktor binden sollten, um diesen in vitro und sp2ter auch
ex vivo zu inhibieren. Daf"r wurden Propargyl- und Azi-
doethyl-Linker jeweils an der N3-Position von Thymin an-
gef"gt, und diese Thymidineinheiten wurden in die Oligo-
nucleotide eingef"hrt, was DNA-Str2nge mit 5’-Azido- und
3’-Alkingruppen lieferte. Dem folgte eine CuAAC zur Cyc-
lisierung der DNA. Diese kleinen cyclischen DNA-Struktu-
ren, auch DNA-Hanteln oder Doppelhaarnadeln genannt,
banden hocheffizient an den Transkriptionsfaktor. Durch die
Cyclisierung wurden das Bindeverhalten und die Struktur der
inneren doppelstr2ngigen Binderegion des Oligonucleotids
nicht bzw. kaum beeinflusst, allerdings konnte die Exonuc-
leasestabilit2t dieser Oligonucleotide erneut gesteigert wer-
den.

Eine ganze Serie komplexer DNA-Strukturen wurde
durch die Arbeiten von Morvan et al. zug2nglich gemacht.[27]

Dabei wurden Alkinyl- und Bromalkylgruppen "ber die
Phosphoramiditgruppe in Nucleotide (10 und 11) eingef"hrt.
Auf diese Art und Weise gelang es, DNA-Str2nge mit Alkin-
oder Bromalkylgruppen schnell und effizient herzustellen
(Schema 4). Die Bromalkylgruppe ist ausgesprochen stabil
w2hrend des Standard-Phosphoramiditverfahrens und fun-

Schema 3. Bausteine f2r die Synthese cyclischer und verknoteter DNA.
*= Harz.

Schema 4. Bausteine f2r die Synthese cyclischer, verzweigter oder bicy-
clischer DNA, wie sie von Morvan et al. entwickelt wurden. *= Harz,
DMT = Dimethoxytrityl.

Schema 2. Strategie zur Synthese von DNA-Protein-Konjugaten.
TCEP = Tris(2-carboxyethyl)phosphanhydrochlorid, TBTA = Tris(benzyl-
triazolylmethyl)amin.
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giert als Vorstufe f"r Azidgruppen. Dazu wird die DNA nach
der Festphasensynthese mit Natriumazid behandelt, um die
Bromalkylgruppe in eine Azidalkylgruppe umzuwandeln.[28]

Das Phosphoramidit 13 wurde verwendet, um DNA mit ei-
nem azidmodifizierten 5’-Ende zu erzeugen. Die universalen
Festphasentr2ger 14 und 15 k7nnen zur Einf"hrung von Al-
kingruppen in die 3’-Position von DNA verwendet werden.
Mithilfe derart alkin- und azidmodifizierter DNA gelang der
Aufbau komplexer cyclischer und verzweigter DNA-Struk-
turen. Bicyclische DNA-Strukturen wurden unter anderem
mithilfe des Doppelalkinbausteins 15 und des Phosphorami-
dits 12 realisiert, die eine bzw. zwei DMT-gesch"tzte Hydro-
xygruppe(n) enthalten. 12 und 15 liefern verzweigte DNA-
Strukturen, die zwei terminale Alkingruppen tragen. Mit dem
Baustein 16, der durch Abbrechen der DNA-Synthese mit 13
erhalten wird, k7nnen auch Strukturen mit zwei Aziden und
zwei Alkinen erhalten werden. Die Cyclisierung derartiger
modifizierter DNA-Strukturen mithilfe der CuAAC liefert
dann bicyclische DNA-Verbindungen.

5. Analytische Anwendungen modifizierter DNA

Die Einsatzm7glichkeiten von Oligonucleotiden in der
Analytik werden durch die CuAAC dank ihrer sehr hohen
Ausbeuten, ihrer exzellenten Selektivit2t und der leichten
Aufarbeitung der modifizierten Oligonucleotide enorm er-
weitert. Zum Beispiel kann DNA auf diese Weise auch an
sehr hydrophobe, ausgesprochen stabile Farbstoffmolek"le
angekn"pft werden sowie mit unterschiedlichen Molek"len
hochgradig modifiziert werden.[29]

Morvan et al. synthetisierten Oligonucleotidger"ste, die
bis zu zehn Alkingruppen enthalten, f"r die Konjugation mit
Galactose[30] und Fucose[31] unter Bildung der Produkte 17
(n= 1, 3; Schema 5, oben). Auf diese Weise entstehen hoch-
gradig kohlenhydratmodifizierte DNA-Strukturen. Das so
erzeugte Fucosederivat bindet zwanzigmal st2rker an das
fucosespezifische bakterielle Lactin (PA-IIL) als einzelne
Fucosemolek"le. Diese Technik wurde f"r die Synthese von
DNA-basierten Kohlenhydrat-Arrays weiterentwickelt
(Schema 5, unten).[32] Hierf"r wurden zun2chst 3’-aminomo-
difizierte Oligonucleotide kovalent an funktionalisierte
Glasoberfl2chen immobilisiert und anschließend mit ent-
sprechenden DNA-Gegenstr2ngen hybridisiert. Als Gegen-
strang wurde beispielsweise 17 verwendet, das ein "ber
CuAAC angekn"pftes Kohlenhydratmolek"l am 3’-Terminus
sowie eine Cy3-Fluoreszenzmarkierung am 5’-Terminus ent-
h2lt. So konnte die Hybridisierung der kohlenhydratmodifi-
zierten DNA-Molek"le an die DNA-Arrays durch resonan-
ten Fluoreszenzenergietransfer (FRET) beobachtet werden.
Die so hergestellten Kohlenhydrat-Arrays wurden f"r die
Untersuchung von Wechselwirkungen mit Cy5-markierten
Lectinen verwendet. Die Wechselwirkungen wurden FRET-
spektroskopisch beobachtet. Die Empfindlichkeit der Me-
thode ist exzellent; die Lectine konnten bis zu einer Kon-
zentration von 2–20 nm nachgewiesen werden.

Die DNA-Synthese konnte mithilfe der CuAAC auch in
vivo nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wird 5-Ethinyl-
2’-desoxyuridin 21a (Schema 6) synthetisiert und direkt in

M2use injiziert, oder die Substanz wird zu NIH-3T3-Zell-
kulturen gegeben.[33] Dank der Struktur2hnlichkeit zwischen
dem Alkinyluridin 21a und Thymidin l2sst sich die modifi-
zierte Base durch Polymerasen w2hrend der S-Phase der
Zellteilung in die neu synthetisierte DNA einbauen.W2hrend

Schema 5. DNA-Kohlenhydrat-Konjugate (oben; n= 1, 3) und ihre An-
wendung f2r die Herstellung von Mikro-Arrays (unten).[32]

Schema 6. An den Nucleobasen modifizierte Phosphoramidite und Tri-
phosphate. 18 a–25 a : R1 = R2 = H; 18 b–25 b : R1 = P3O9

4�, R2 = H; 18c–
25c : R1 = DMT, R2 = P(NiPr2)[O(CH2)2CN]. TIPS = Triisopropylsilyl,
TMS = Trimethylsilyl.
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jedes Zellzyklus wird weiteres 21a in die DNA der Zellen
integriert. Nach der Lyse der Zellen wird die genomische
DNA isoliert und in einer CuAAC mit azidmodifizierten
Fluoreszenzfarbstoffen umgesetzt. So kann die Menge an neu
synthetisierter DNA effizient und hochempfindlich nachge-
wiesen werden. Die Methode ist empfindlicher und wesent-
lich einfacher als der bislang gebr2uchliche Bromdesoxyuri-
din (BrdU)-Proliferations-Assay, der zeitaufw2ndige immu-
nologische Anf2rbeschritte mit Anti-BrdU-Antik7rpern
umfasst.

Eine sehr einfache und hochempfindliche DNA-Detek-
tionsmethode wurde k"rzlich von Carell et al. auf Basis des
photographischen Silberhalogenidprozesses entwickelt.[34]

Photographisch aktive AgBr-Emulsionen sind typischerweise
nicht lichtempfindlich oberhalb von 520 nm. Um eine Emp-
findlichkeit in diesem Wellenl2ngenbereich zu erreichen,
werden den Silberbromidkristallen organische Farbstoffe
(Sensibilatoren) zugesetzt; man spricht von einer Sensibili-
sierung des photographischen Films. Dank dieser Sensibili-
sierung sowie der Tatsache, dass mithilfe photographischer
Methoden Signalverst2rkungen um einen Faktor von ca. 1011

erreicht werden k7nnen, sollte ein auf Photographie beru-
hender Prozess im Prinzip einen DNA-Nachweis erm7gli-
chen, der 2hnlich empfindlich wie die PCR ist. In der Studie
wurde ein photographischer Film verwendet, dem keine
sensibilisierenden Farbstoffmolek"le zugesetzt worden wa-
ren. Der entsprechende photographisch aktive Schwarz-
weißfilm ist daher bei Wellenl2ngen > 520 nm kaum licht-
empfindlich. Anschließend wurde DNA synthetisiert, die die
Bausteine 18c oder 23c (Schema 6) enthielt. Jber diese al-
kinhaltigen Nucleobasen wurden mithilfe der CuAAC pho-
tographisch aktive Rotlichtsensibilisatoren (Pinacyanolfarb-
stoffazide) in die DNA eingef"hrt. Nach dem Auftragen
dieser sensibilisatormodifizierten DNA auf den rotlicht-
unempfindlichen photographischen Film wurde die entspre-
chende Stelle kurzzeitig mit rotem Licht belichtet. Nur die-
jenigen Teile des photographischen Films, die die DNA mit
dem angekn"pften Rotlichtfarbstoff enthielten, wurden
lichtempfindlich. Die anschließende photographische Ent-
wicklung des derart behandelten Schwarzweißfilms ergab in
der Tat an der Position der DNA einen intensiven schwarzen
Fleck – das bedeutet, dass der Rotlichtfarbstoff die Licht-
energie absorbiert hatte und an die Silberbromidkristalle
weitergegeben hatte, analog zu einem Sensibilisator. Mit
dieser Methode kann DNA mit bloßem Auge nachgewiesen
werden; die Nachweisgrenze betr2gt nur 300 amol.

Die enorme Empfindlichkeit des neuartigen photogra-
phischen Verfahrens wurde genutzt, um direkt die DNA des
Pesterregers nachzuweisen. Dazu wurde ein Ansatz auf Basis
eines „molecular beacon“ (MB; „molekulares Leuchtfeuer“)
gew2hlt (Abbildung 2). F"r einen ersten Versuch wurde ein
kommerziell verf"gbares „molecular beacon“ verwendet, das
sowohl mit Cy3 als auch mit BHQ2 (einem Fluoreszenzl7-
scher) an den Enden modifiziert ist und an eine charakteris-
tische Sequenz im Genom von Yersinia pestis bindet. Im ge-
schlossenen Zustand des „molecular beacon“, in der Haar-
nadelkonformation, ist der Fluoreszenzfarbstoff Cy3 sehr
dicht an BHQ2 positioniert, wodurch die Fluoreszenz des
Cy3-Farbstoffes effizient gel7scht wird. Bei Hybridisierung

mit einer komplement2ren Genomsequenz 7ffnet sich jedoch
die Haarnadel, was den Abstand zwischen Cy3 und dem
Fluoreszenzl7scher vergr7ßert und so die L7schung wesent-
lich verringert; so kann der Cy3-Farbstoff im ge7ffnetem
Zustand eine signifikante Fluoreszenz zeigen. Wird nun das
„molecular beacon“ einmal im geschlossenen und einmal im
ge7ffneten Zustand mit gebundener Analyt-DNA tropfen-
weise auf den Schwarzweißfilm aufgetragen, der keine Rot-
sensibilisatoren enth2lt, und der Film nachfolgend kurzfristig
belichtet, resultiert nur im zweiten Fall eine Sensibilisierung
der Silberbromidkristalle. Im nachfolgenden Entwicklungs-
schritt entsteht an der Stelle des ge7ffneten „molecular bea-
con“ ein Fleck von intensiver schwarzer Farbe. Mit bloßem
Auge l2sst sich so das Genom des Pesterregers mit einer
Nachweisgrenze von 600 fmol nachweisen.

6. Mehrfache, sequenzielle Markierung von DNA

Das Anbringen von Alkinylketten an der 5-Position von
Pyrimidinen (18–23 in Schema 6) oder an der 7-Position von
7-Desazapurinen (24 und 25 in Schema 6) erm7glicht es,
DNA vielseitig zu markieren. Diese Positionen an den Nu-
cleobasen haben den Vorteil, dass die entsprechenden Tri-
phosphate in der Regel w2hrend einer PCR oder Primer-
Verl2ngerung von den Polymerasen akzeptiert und eingebaut
werden (Abschnitt 7).[35] Funktionelle Molek"le, die an diese
Positionen angekn"pft werden, ragen in die große Furche von
B-Duplex-DNA, was nur kleine Onderungen der zur effizi-
enten Hybridisierung mit den Gegenstrang erforderlichen
Duplexstruktur sowie der Duplexstabilit2t nach sich zieht.
Die Gruppen beeinflussen auch das Schmelzverhalten der
modifizierten DNA-Str2nge nur geringf"gig; in der Regel
beobachtet man bei den modifizierten DNA-Duplexen kleine
Zunahmen der Schmelztemperaturen gegen"ber den Werten
nat"rlicher DNA, was die geringen Auswirkungen von Mo-
difikationen an der C5-Position von Pyrimidinen und der C7-
Position von 7-Desazapurinen auf den Duplex verdeut-
licht.[36,37] Die Wahl der Alkingruppen beeinflusst die Effizi-
enz der nachfolgendenModifizierung wesentlich. Ist eine sehr
dichte Funktionalisierung von DNA-Einzelstr2ngen oder
-Doppelstr2ngen erw"nscht, so haben sich die Octadiinyl-
einheiten, die in die Hauptfurche zeigen, gegen"ber einfa-
chen Ethinyleinheiten wie in 21 als "berlegen herausgestellt.
Die Octadiinyleinheiten positionieren die Dreifachbindung
etwas weiter außerhalb des Stranges, sodass diese besser zu-

Abbildung 2. DNA-Photographie nach dem „molecular beacon“-Prin-
zip. Es wird ausschließlich das Zielmolek2l detektiert.[34]
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g2nglich ist. In der Tat konnten einzelstr2ngige Oligonucle-
otide mit sechs konsekutiv octadiinylmodifizierten Uridin-
einheiten effizient und quantitativ in einer CuAAC mit viel-
z2hligen Aziden (Fluorescein, Cumarin oder Kohlenhydrate)
umgesetzt werden.[38]

Mit unterschiedlich alkinmodifizierten Basen gelang es im
Anschluss auch, DNA sequenziell mit unterschiedlichen
Markern zu modifizieren. Solche DNA-Molek"le werden
unter anderem f"r die Synthese von FRET-Sonden oder in
der molekularen Diagnostik ben7tigt. Hierzu wurden DNA-
Str2nge hergestellt, die das TMS- (19c) und TIPS-gesch"tzte
5-Alkin-2’-desoxycytidin (20c)[39] sowie das Uridinanalogon
23c enthalten; dies erm7glicht die Durchf"hrung dreier un-
terschiedlicher sequenzieller CuAACs: zun2chst am freien
Alkinrest des Uridinanalogons, nach TMS-Entsch"tzung am
zweiten Alkinrest und nach TIPS-Entsch"tzung schließlich
am dritten (Schema 7).[39] So lassen sich drei unterschiedliche
Modifikationen mit zuvor unerreichter Ausbeute und Effizi-
enz in die DNA einf"hren. Die CuAAC-Modifizierung von
DNA ist sogar direkt am Harz m7glich – das bedeutet, dass
die Marker w2hrend der DNA-Synthese direkt am Synthesi-
zer eingef"gt werden k7nnen. Meist ist die hochgradig mo-
difizierte DNA nach Reinigung durch eine einfache F2llung
der Oligonucleotide aus Ethanol sauber genug f"r weitere
Anwendungen. Die Ausbeuten betragen dabei zwischen 60
und 90% f"r die dreistufige CuAAC-Sequenz.

7. Enzymatischer Einbau von Alkinen in DNA und
DNA-Metallierung

Die alkinmodifizierten Triphosphate 18b–25b k7nnen
effizient durch PCR enzymatisch in DNA eingebaut werden;
besonders gut sind hierf"r die Pwo-, Deep-Vent-exo�- und
KOD-XL-Polymerase geeignet.[36] Es gelingt sogar, sehr lan-
ge (bis zu 2000-mere) PCR-Produkte zu erzeugen, in denen

alle nat"rlichen Cytosinbasen durch die alkinmodifizierten
Cytosinbasen 18b ersetzt sind. Unter Verwendung z.B. von
Galactoseazid konnte diese hoch alkinmodifizierte DNA
anschließend in einer CuAAC umgesetzt werden. Hierbei
wurden an die langen Amplikone 887 Kohlenhydratmolek"le
angekn"pft. Auch bei dieser hochgradigen DNA-Modifizie-
rung zeigt sich, dass Bisalkineinheiten wie in 18, 23, 24 oder 25
zu h7heren Ausbeuten f"hren als die einfache, ethinylmodi-
fizierte Base 21. Der gleichzeitige Austausch aller vier ka-
nonischen Basen gegen alkinmodifizierte Basen in einer PCR
hat sich als nicht durchf"hrbar erwiesen, was zeigt, dass die
Polymerasen nicht dazu in der Lage sind, ein Alkinnucleotid
gegen"ber von einem anderen Alkinnucleotid zu platzieren.
Hier sind weitere Forschungsarbeiten notwendig. Lediglich
bei einfachen Primer-Verl2ngerungen gelang es, kurze DNA-
Str2nge zu erzeugen, in denen tats2chlich alle vier Basen
durch alkinmodifizierte Basen ersetzt sind.[40] Besonders
wichtig ist die Beobachtung, dass die alkinmodifizierte DNA
ihrerseits als effizientes Templat f"r eine Standard-PCR
fungieren kann. Die Sequenzierung dieser PCR-Produkte
zeigt dabei, dass beim Ablesen der alkinmodifizierten
Template in der Regel keine Mutationen auftreten, was be-
deutet, dass die alkinmodifizierten Basen die vollen Kodie-
rungseigenschaften der nat"rlichen Basen aufweisen.

Eine interessante Anwendung der hochgradig kohlenhy-
dratmodifizierten DNA ist die Erzeugung von metallierten
DNA-Str2ngen (Abbildung 3). Carell et al. synthetisierten zu
diesem Zweck 2000-mere DNA-Str2nge, in denen alle na-
t"rlichen dT-Basen durch die Alkinyluridine 21b oder 22b
ersetzt waren.[35] Diese DNA wurde anschließend mit Galac-
toseazid in einer CuAAC modifiziert. Behandelt man diese
DNA mit einer Tollens-L7sung, wird an jedem Kohlenhy-
dratmolek"l an der DNA atomares Silber abgeschieden.
Dieses atomare Silber kann in einer nachfolgenden Ent-
wicklungsreaktion wie bei der Schwarzweißphotographie
entwickelt werden. In einem zweiten Schritt kann diese DNA
mit einer Goldsalzl7sung (AuSCN, Hydrochinon)[41] behan-
delt werden; dadurch scheiden sich um die Silbernanocluster
herum Goldatome ab, bis die DNA am Ende mit einem
d"nnen Mantel aus metallischem Gold "berzogen ist. Die so
erzeugten Gold-DNA-Nanodr2hte haben sehr gleichf7rmige
Durchmesser, die durch Begrenzung der Entwicklungszeit
auf � 10 nm eingestellt werden k7nnen. Das Wachstum des
Goldmantels um die DNA konnte durch rasterkraftmikro-
skopische (AFM-)Studien auf Kieselgel- oder Glimmerober-
fl2chen verfolgt werden (Abbildung 4). Mithilfe der CuAAC
k7nnen auch direkt Goldnanopartikel am R"ckgrat von al-
kinmodifizierten DNA-Produkten abgeschieden werden; dies
gelingt durch eine CuAAC mit Goldnanopartikeln, die durch
azidmodifizierte Glutathionliganden stabilisiert werden.
Auch diese DNA wird durch die Goldnanopartikel sehr
gleichm2ßig dekoriert.[42]

Eine Anwendung der CuAAC zur DNA-Markierung
wurde k"rzlich von Rajski und Weller entwickelt,[43] basie-
rend auf den Entdeckungen von Weinhold und Mitarbei-
tern.[44] Weinhold et al. verwendeten Methyltransferasen
(MTasen), die den Transfer aktivierter Methylgruppen vom
ubiquit2ren Cofaktor S-Adenosyl-l-methionin (AdoMet
oder SAM) auf Adenin- oder Cytosinreste in der DNA in-

Schema 7. Sequenzielle Modifizierung von DNA.
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nerhalb spezifischer Sequenzen von zwei bis acht Basenpaa-
ren L2nge katalysieren.[45] Ohnlich wie Weinhold et al.[44]

stellten Rajski undWeller einen neuen SAM-Cofaktor 26 her,
der von der Methyltransferase M.TaqI anstelle des nat"rli-
chen SAM-Cofaktors als Substrat akzeptiert wird (Schema 8).

Dieser neue Cofaktor "bertr2gt allerdings nicht eine einfache
Methylgruppe, sondern einen propargylmodifizierten Ade-
ninrest auf den N6-Stickstoffsubstituenten von Adenin in der
palindromen Enzymerkennungssequenz 5’-AGCT-3’. Die
entsprechende DNA-Sequenz wird so mithilfe des modifi-
zierten Cofaktors und des Enzyms selektiv mit einer
Alkinylgruppe am Adeninrest in jeder AGCT-Erkennungs-
einheit modifiziert. Diese Alkingruppe konnte anschließend
mit verschiedenen Aziden in einer CuAAC umgesetzt wer-
den. Die Methode ist nicht auf bestimmte DNA-L2ngen be-
schr2nkt und k7nnte sich deshalb dazu eignen, lange geno-
mische DNA-Str2nge mit einer relativ geringen Modifikati-
onsdichte zu erzeugen.

8. Zusammenfassung und Ausblick

Die kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuA-
AC) hat die Art und Weise, wie modifizierte Oligonucleotide
hergestellt werden, v7llig ver2ndert. Es ist jetzt m7glich,
mithilfe alkinmodifizierter Phosphoramidite alle denkbaren
Arten von Molek"len in kleine Oligonucleotide einzuf"gen.
Ein bis drei unterschiedliche Molek"le k7nnen, entweder in
L7sung oder an der festen Phase direkt w2hrend der Oli-
gonucleotidsynthese, an die DNA angekn"pft werden. Mit-
hilfe von alkinmodifizierten Triphosphaten oder der Me-
thyltransferasetechnik gelingt es auch, lange PCR-Fragmente
von genomischer DNA mit wenigen oder vielen Alkingrup-
pen auszustatten, die anschließend "ber eine CuAAC umge-
setzt werden k7nnen. Es ist erstaunlich, wie viele unter-

Abbildung 4. AFM-Aufnahmen der Silber-Gold-Nanodr<hte. Das Metall
wurde selektiv auf der kohlenhydratmodifizierten DNA abgeschie-
den.[41]

Schema 8. MTase-unterst2tzte Modifizierung von DNA mit Alkingrup-
pen.

Abbildung 3. Metallabscheidung an PCR-Produkten.

DNA-Klickchemie
Angewandte

Chemie

8485Angew. Chem. 2008, 120, 8478 – 8487 � 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


schiedliche alkinmodifizierte Basen effizient von den ver-
schiedenen Polymerasen als Substrate akzeptiert werden und
dass es sogar m7glich ist, im Rahmen einer PCR eine kano-
nische Base komplett durch eine alkinmodifizierte zu erset-
zen. Ebenso "berraschend ist es, mit welch hoher Effizienz
diese alkinhaltige DNA in der CuAAC umgesetzt werden
kann; selbst Hunderte von Alkingruppen werden "blicher-
weise problemlos transformiert. Viele der durch Klickreak-
tion modifizierten Oligonucleotide sind anschließend durch
einfache F2llung aus Ethanol zu reinigen, wodurch die auf-
w2ndige HPLC-Reinigung vermieden werden kann. Ver-
wendungsm7glichkeiten f"r die alkinmodifizierte DNA be-
stehen im Einsatz als Hilfsmittel in der molekularen Dia-
gnostik sowie im Aufbau von DNA-Nanomaterialien und
Nanostrukturen, die nachfolgend mit Funktionsmodulatoren
versehen werden k7nnen. F"r den DNA-Chemiker, der auf
den Gebieten Diagnostik, Medizin oder Nanotechnologie
arbeitet, wird die CuAAC nicht mehr wegzudenken sein.
Diese Reaktion hat die Synthesem7glichkeiten an DNA
enorm erweitert und den Weg f"r v7llig neue Einsatzgebiete
der DNA geebnet.
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