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DNA ist ein Molekiil mit auBergewohnlicher Fahigkeit zur
Selbstorganisation, einer Eigenschaft, die vielfach zur Her-
stellung von nanoskaligen Objekten) und Hybridstrukturen
genutzt worden ist.®l Um das Anwendungsgebiet der DNA
zu erweitern, arbeitet man nun daran, ihre niedrige intrinsi-
sche Leitfihigkeit! zu erhohen.
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Schema 1. Reaktion der Diol-modifizierten DNA-Stringe DNA-1 und DNA-3 zu Monoaldehyd- und
Dialdehyd-modifizierten DNA-Stringen DNA-2 bzw. DNA-4, gefolgt von Metallisierungsschritten.

fiziente nachfolgende Metallisierung von DNA moglich ist.
Der Keimbildungsprozess ist allerdings noch kaum verstan-
den und daher schwer steuerbar.

Um DNA mit Silber zu beschichten, miissen kleine, einem
Entwicklungsprozess zugéingliche Silbercluster Ag, (n=2, 4,
6, ...) auf der DNA gebildet werden. Diese konnen in einer
Redoxreaktion von Silberionen in Losung mit Aldehyd-
gruppen an der DNA (Tollens-Reaktion) erhalten werden.
Wihrend eine Aldehydgruppe wegen der Stochiometrie des
Redoxprozesses in der Lage ist, zwei Silberionen zu redu-
zieren und einen Ag,-Cluster erzeugt, sollten Dialdehyd-
gruppen zur Bildung von Ag,-Clustern fihig sein (Schema 1).
Diese Ag,-Cluster gelten wegen ihrer elektronischen Struktur
als die kleinsten stabilen, entwickelbaren (magic size) Sil-
bercluster.!”¥! Sollte dies zutreffen, diirfte die gesteuerte Bil-
dung von Ag,-Clustern an DNA eine homogenere und effi-
zientere Metallisierung von DNA ermoglichen. Um DNA mit
Dialdehydresten zu erhalten, funktionalisierten wir DNA mit
cis-1,3-Dihydroxypyrrolidin-Einheiten, die durch Umsetzung
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mit NaIO,™ direkt am DNA-Strang zu vicinalen Dialdehy-
den gespalten werden (Schema 1). Fiir einen Vergleich zwi-
schen Mono- und Dialdehyden stellten wir zusédtzlich DNA
mit offenkettigen 1,2-Dioleinheiten her, die durch NalO, in
Monoaldehyde iiberfithrt werden. Zur Synthese langer DNA-
Strénge mit den gewiinschten Modifikationen nutzten wir den
enzymatischen Einbau der entsprechend modifizierten Nuc-
leosidtriphosphate mit der Polymerasekettenreaktion
(PCR).®! Zwei Arten von DNA-Stringen, DNA-1 und
DNA-3, wurden mit dieser Methode erzeugt, die mit Periodat
in Mono- bzw. Dialdehyd-modifizierte DNA-2 bzw. DNA-4
iberfiihrt werden (Schema 1).

Das mit einem terminalen Diol modifizierte Nucleosid-
triphosphat 1 wurde in einer linearen, sechsstufigen Synthe-
sesequenz hergestellt (Schema 2), beginnend mit dem be-
kannten Uridinderivat 3. Die Synthese von Triphosphat 2
wird in Schema 3 gezeigt. Schliisselschritte sind die Amid-
bildung mit 3-Pyrrolin sowie die folgende selektive OsOg-
katalysierte cis-Dihydroxylierung der Doppelbindung des
Pyrrolins. Die Triphosphatsynthese wurde als Eintopfreakti-
on durchgefiihrt. In der PCR wurden die nichtnatiirlichen
Nucleotidsubstrate 1 und 2 mit hoher Effizienz von den Po-
lymerasen Vent exo— und KOD XL in DNA eingebaut. Die
gewiinschten diolmodifizierten PCR-Produkte DNA-1 und
DNA-3 wurden typischerweise in hohen Ausbeuten und in
guter Reinheit erhalten (Abbildung 1).

Die Diol-modifizierten Stringe DNA-1 und DNA-3
wurden anschlieBend durch Umsetzung mit 1 mm NalO, in
Acetat-Puffer (Schema 1) in die Aldehyd-modifizierten
Stringe DNA-2 bzw. DNA-4 iiberfiihrt. Um die Effizienz und
Ausbeute der NalO,-Spaltung an langen DNA-Strédngen
(300mere) zu iiberpriifen, unterzogen wir die DNA vor und
nach der Umsetzung mit Periodat einem enzymatischen To-

talverdau und analysierten die erhaltene Nucleosidmischung
mit HPLC-MS.!'* Mit dieser Methode konnte die quantitative
Reaktion der Diolgruppen zu Aldehyden an der DNA veri-
fiziert werden. Wichtig ist, dass keine Nebenprodukte de-
tektiert wurden, die auf oxidative Schidigung der Nucleoside
dA und dG hindeuten wiirden. Dies belegt die auferge-
wohnliche Milde der Periodat-Spaltungsreaktion.

Um die 300mere 300DNA-2 und 300DNA-4 auf ihre
Reaktion mit Silberlosung zu untersuchen, behandelten wir
die beiden Aldehyd-modifizierten Strdnge mit Tollens-
Losung. Im Fall von Dialdehyd-DNA DNA-4 konnte mit
bloBem Auge eine Gelbfirbung der Losung beobachtet
werden, wihrend dies bei der Monoaldehyd-DNA-2 kaum
moglich war, sogar wenn sie in doppelter Konzentration
eingesetzt wurde. Wir untersuchten anschlieBend die postu-
lierte Bildung von Silbernanopartikeln durch Aldehyd-mo-
difizierte DNA mit UV/Vis-Spektroskopie. Die gemessene
Plasmonabsorption bei 400-450 nm, die typisch fiir Silber-
Nanopartikel ist,'”! stellte sich im Fall von Dialdehyd-modi-
fizierter DNA-4 tatsdchlich als deutlich intensiver heraus
(Abbildung 2a,b). Mit unmodifizierter DNA wurde in
keinem Fall eine Plasmonabsorption gemessen,'® was die
Selektivitdt und Spezifitdt der Metallisierungsreaktion un-
terstreicht. Konzentrationsabhidngige Messungen der Ent-
wicklung des Plasmonsignals zeigten, dass die Anfangskon-
zentration von Monoaldehyd-modifizierter DNA-2 viermal
so hoch sein muss wie die von DNA-4, um dieselbe Intensitit
der Plasmonabsorption zu erreichen (Abbildung2c; die
Messung der DNA-Konzentrationen erfolgte iiber die Ab-
sorption).

Silberfarbungsexperimente auf Nylonmembranen sollten
zeigen, ob die durch die Dialdehyde verbesserte Nanoparti-
kelbildung die Empfindlichkeit der DNA-Detektion durch
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Schema 2. Synthese des Diol-modifizierten Desoxyuridintriphosphats 1. NMO = 4-Methylmorpholin-N-oxid, TBAF = Tetrabutylammoniumfluorid,

TBS =tert-Butyldimethylsilyl.
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Schema 3. Synthese des mit einem cyclischen Diol modifizierten Desoxyuridintriphosphats 2. DIPEA = Diisopropylethylamin, HBTU = O-(Benzo-
triazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluroniumhexafluorophosphat, HOBt = 1-Hydroxy-1H-benzotriazol.
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Abbildung 1. a) Herstellung von 300mer-DNA mit PCR. b) Herstellung
von 900mer-DNA mit PCR. c) Herstellung von 2000mer-DNA mit PCR.
Spur 1: natiirliche Triphosphate: DNA-N; Spur 2: dTTP ersetzt durch
Triphosphat 2: DNA-3, Spur 3: dTTP ersetzt durch Triphosphat 1:
DNA-1.

Silberfarbung erhoht. Dazu wurden die mit Periodat gespal-
tenen, Aldehyd-modifizierten DNA-Strange 300DNA-2 und
300DNA-4 auf die Membran aufgebracht und zunéchst mit
Tollens-Losung behandelt, um die Bildung von Silberkeimen
zu induzieren. AnschlieBend wurde die Membran gewaschen
und mit Goldentwickler(Verstirker)-Losung!'® behandelt,
um die entstandenen Silberkeime zu entwickeln (Abbil-
dung 3).1 Native DNA ergab keinerlei Silberfirbung. Ein
Vergleich von 300DNA-2 und 300DNA-4 zeigte eine starke
Herabsetzung der Detektionsgrenze bei Verwendung von
Dialdehyd-modifizierter DNA. 300DNA-4 konnte bis zu
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einer Menge von 0.4 nguL ™' mit bloBem Auge detektiert
werden (40 pg im gezeigten Beispiel).['")

Die mikrostrukturelle Analyse der komplexen DNA-Sil-
bercluster-Strukturen erfolgte transmissionselektronenmi-
kroskopisch (HR-STEM, high resolution scanning transmis-
sion elektron microscopy). Bei diesen Experimenten wurden
die lingeren PCR-Produkte 900DNA-N (unmodifizierte
DNA), 900DNA-2 und 900DNA-4 eingesetzt. AnschlieBfend
wurde ein kleiner Tropfen der Losung, die nach Tollens-Be-
handlung der Stringe erhalten wurde (20 min), auf konven-
tionelle, mit amorphem Kohlenstoff beschichtete Kupfer-
TEM-Gitter aufgebracht. Die Proben wurden an Luft ge-
trocknet und direkt danach im Mikroskop untersucht (Ab-
bildung 4). Als Kontrollexperiment wurde reine Tollens-
Losung ohne DNA untersucht. In diesem Fall wurden wenige,
zufillig verteilte Silbernanopartikel mit einem Durchmesser
von (1.1 40.4) nm™ detektiert (Abbildung 4a).

Im Fall von unmodifizierter DNA mit Tollens-Losung
(Abbildung 4b) zeigt die HR-STEM-Aufnahme wenige Na-
nopartikel, die nahezu ausschlieBlich in ausgedehnten Be-
reichen mit organischem Material zu finden sind. Diese sind
etwas groBer ((1.8+£0.7) nm) als diejenigen, die mit Tollens-
Losung alleine erhalten werden."” Dies kann dadurch erklirt
werden, dass die unmodifizierte DNA als Templat fiir die
Nanopartikelbildung fungieren kann, wie von Wei und Mit-
arbeitern beschrieben.”” Die Untersuchung der Monoalde-
hyd-modifizierten 900DNA-2 (Abbildung 4 c) ergab, dass mit
Tollens-Losung grofe Mengen an kleinen Silberclustern ge-
bildet werden ((1.2+0.5) nm).'” Eine genaue Uberpriifung
verschiedener Bereiche der TEM-Probe zeigte, dass diese
kleinen Partikel das Hauptprodukt der Reaktion sind. Ket-
tenartige Anordnungen von Silberpartikeln traten auf, waren
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Abbildung 2. UV /Vis-spektroskopische Beobachtung der Tollens-Reak-
tion von Aldehyd-modifizierter DNA a) 300DNA-2 und b) 300DNA-4.
Die optische Dichte (OD) der DNA betrigt 0.25. Untere schwarze
Linie: vor Zugabe von Tollens-Lésung, farbige Linien: Intervallmessun-
gen im zeitlichen Abstand von 5 min nach Zugabe der Tollens-Lésung.
c) Vergleich der Entwicklung des Plasmonsignals mit verschiedenen
Konzentrationen von 300DNA-2 (schwarz) und 300DNA-4 (rot). Drei-
ecke: OD 0.125, Kreise: OD 0.25, Quadrate: OD 0.5.

jedoch selten und eher unregelméfig angeordnet, was auf
eine ineffiziente Clusterbildung hindeutet.

Mit 900DNA-4, dem Dialdehyd-haltigen PCR-Produkt,
ergab sich ein vollig anderes Bild: Hier wurde eine grof3e Zahl
kettenartig angeordneter Silberpartikel gefunden. Abbil-
dung 4d zeigt einen reprasentativen Ausschnitt. Die Partikel
sind deutlich groBer als im Fall von Monoaldehyd-DNA
((2.6£0.9) nm). Zwar kann das DNA-Molekiil selbst nicht
aufgelost werden, aus der Lange der Clusterketten und ihrer
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Abbildung 3. Silberfirbung von DNA auf einer Nylonmembran mit
1) 300DNA-N, 2) 300DNA-2, 3) 300DNA-4. Konzentrationsreihe: a) 40,
b) 4, c) 0.4, d) 0.04 nguL".

Abbildung 4. HR-STEM-Aufnahmen. a) Tollens-Lésung ohne DNA,

b) Tollens-Lésung inkubiert mit natiirlicher DNA, c) Tollens-Lésung in-
kubiert mit 900DNA-2, d) Tollens-Lésung inkubiert mit 900DNA-4. In-
kubationsdauer jeweils 20 min.

regelmifligen Anordnung ldsst sich jedoch schlussfolgern,
dass die Partikel sich tatsdchlich auf einem DNA-Strang be-
finden. Interessanterweise ist der Abstand zwischen den
Clustern viel grof3er, als aus der dichten Anordnung von Al-
dehyden auf der DNA folgen miisste. Als Erkldrung bietet
sich an, dass die zunéchst gebildeten Ag,-Cluster entlang der
DNA diffundieren und sich zu grofleren Clustern zusamm-
enlagern, wie auch von Wei et al.”l vorgeschlagen wurde. Die
Triebkraft dafiir diirfte in der Verringerung der freien Ober-
flichenenergie der Metallcluster liegen. Wenn die Cluster frei
in beide Richtungen auf dem DNA-Strang entlang diffun-
dieren konnen und die wachsenden Silbercluster das gesamte
frei vorliegende Silber aufbrauchen, ist am Ende des Pro-
zesses eine anndhernd &quidistante Anordnung der Silber-
keime zu erwarten. An dieser Stelle sind jedoch weitere
Forschungen notig.

Die vorliegenden Befunde zeigen, dass der einleitende
Keimbildungsschritt von groer Bedeutung fiir den weiteren
Ablauf der Metallisierung ist. Dieser Schritt kann auf che-
mischem Weg gesteuert werden, indem Dialdehydgruppen
synthetisiert werden, die offenbar besonders stabile und gut
entwickelbare Ag,-Cluster ergeben. Wichtig ist in diesem
Zusammenhang, dass die dazu verwendeten Triphosphat-
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Bausteine gut zuginglich sind und mit PCR hocheffizient in
DNA eingebaut werden konnen.
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