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DNA - eine vielseitige chemische Verbindung fiir die
Katalyse, zur Kodierung und zur Stereokontrolle**
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Chemie mit DNA

Die DNA (Desoxyribonukleinsdure) ist das genetische Material, das
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allen Organismen der Erde gemeinsam ist. Unser biologisches Ver-

stindnis der DNA ist umfangreich und wird weitreichend genutzt. In
den letzten Jahren nun begannen Chemiker, die DNA auch fiir nicht-
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biologische Anwendungen in der Katalyse, der Kodierung und zur

Stereokontrolle zu erschlieffen. Dieser Aufsatz fasst die wichtigsten
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Fortschritte auf diesen drei spannenden Forschungsfeldern zusammen,

von denen sich jedes einen anderen bestimmten Aspekt der chemi-

schen Eigenschaften der DNA zu Nutze macht.

1. Einleitung

Die Geschichte der DNA begann Ende der 60er Jahre des
19. Jahrhunderts mit der von Miescher durchgefiihrten Iso-
lation von ,,Nuklein“ aus Leukozyten, die aus Eiter gewonnen
wurden.'!’ Acht Jahrzehnte spiter, im Jahr 1944, stellten
Avery, MacLeod und McCarty fest, dass es sich bei DNA um
das Erbmaterial handelt.”) Watson und CrickP®! postulierten
1953 — mit wichtigen Beitrige von Wilkins!*! und Franklin®! -
die dreidimensionale Struktur der DNA, was eine weitrei-
chende chemische und biologische Revolution ausloste, die
bis heute andauert.

Seit der bahnbrechenden Veroffentlichung von Watson
und Crick sind fast sechs Jahrzehnte vergangen. Unser bio-
logisches Verstdandnis der DNA ist innerhalb dieser Zeit we-
sentlich vorangeschritten. So bieten Genomsequenzierungs-
projekte vielversprechende Aussichten fiir medizinische An-
wendungen, wie sie in der Mitte des letzten Jahrhunderts noch
undenkbar waren.”! Neben dieser fundamentalen Wichtigkeit
der DNA in der Biologie haben Wissenschaftler das weitge-
hend unerforschte Potential der DNA fiir interessante che-
mische Anwendungen entdeckt. Dieser Aufsatz deckt die
Fortschritte auf drei Schliisselgebieten ab: DNA als Kataly-
sator, DNA als Kodierungselement und DNA als stereoche-
misches Kontrollelement. In ausgewdhlten Féllen werden
parallele Entwicklungen mit Nukleinsdure-dhnlichen Poly-
meren erwihnt (z.B. Peptidnukleinsiduren, PNAs), eine voll-
stindige Schilderung dieser Ergebnisse wiirde aber den
Rahmen dieses Aufsatzes libersteigen. Die drei abgedeckten
Anwendungen — Katalyse, Kodierung und Stereokontrolle —
greifen jede auf eine andere Art und Weise auf die chemi-
schen Eigenschaften der DNA zuriick. Die Nebenanderstel-
lung dieser drei Gebiete konnte bisher unbekannte Bezie-
hungen sowie deren Weiterentwicklung anregen.

Viele andere interessante nicht-biologische Anwendun-
gen von DNA gehen ebenfalls iiber den Rahmen dieses
Aufsatzes hinaus. Die Verwendung von DNA als Sensorele-
ment wurde bereits in Biichern” ebenso wie in Ubersichts-
artikeln® beschrieben. Auch Anwendungen als Rechenele-
ment’”! und als ein Regulator kiinstlicher biochemischer
Kreislaufe!'” sind beschrieben. Die Verwendung von DNA in
der Nanotechnologie war Thema vieler Studien,'! und DNA
wurde auch zur Konformationskontrolle anderer Makromo-
lekiile verwendet.'”
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2. DNA als Katalysator

Die meisten Chemiker diirfte es iiberraschen, dass DNA
als Katalysator agieren kann. Normalerweise denkt man bei
der DNA an die berithmte Watson-Crick-Doppelhelix (Ab-
bildung 1), und ein langer starrer Stab wirkt im Allgemeinen

Abbildung 1. Die DNA-Doppelhelix gemifl dem Originalmanuskript
von Watson und Crick aus dem Jahr 1953.P! Die Doppelhelixstruktur ist
bestens fiir die Speicherung genetischer Informationen geeignet. Eine
DNA-Katalyse erfordert allerdings zumindest eine teilweise Trennung
der basengepaarten Stringe, um die Bildung weniger regelmiRiger
dreidimensionaler Strukturen zu erméglichen, die eine katalytische Ak-
tivitidt bewirken kénnen. Da keine hochaufgeldste Struktur irgendeiner
katalytisch wirksamen DNA bekannt ist, kann gegenwirtig keine analo-
ge Abbildung eines Desoxyribozyms gezeigt werden.

nicht als effektiver Katalysator. Ein DNA-Strang muss aller-
dings in vitro nicht immer als Doppelstrang vorliegen. In der
Natur muss die DNA in ihrer doppelstringigen Form bewahrt
bleiben, um die Integritdt des Genoms zu erhalten — fiir
Chemiker gilt diese Einschrinkung aber keineswegs! Sobald
ein DNA-Oligonukleotid von der Umklammerung seines
komplementéren Partners befreit ist, kann es eine komplexe
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dreidimensionale Struktur annehmen, die zur Katalyse befa-
higt ist.

Sowohl die Einzelstringe der RNA als auch der DNA
sind in hohem MaBe (und offensichtlich gleichwertig) dazu
befdhigt, komplexe dreidimensionale Strukturen zu bilden,
die als ,,Aptamere“ bezeichnet werden und gut an die Ziel-
verbindungen binden.>'¥ Solche Bindungsereignisse sind
eine Grundvoraussetzung fiir die Katalyse. Da RNA-Kata-
lysatoren (Ribozyme) aus der Evolution hervorgegangen sind
und im Labor durch das Verfahren der In-vitro-Selektion
identifiziert werden konnen,™ 7 diirfen kiinstliche DNA-
Katalysatoren (Desoxyribozyme) in chemischer Hinsicht
plausibel erscheinen. In der Tat haben viele experimentelle
Studien die katalytischen Fahigkeiten von DNA bestitigt,
wenngleich noch viel Arbeit zum Verstdndnis von Desoxy-
ribozymen und zur Erweiterung ihrer Reaktivitdt und An-
wendungsbreite verbleibt. Es wurden mehrere Synonyme fiir
Desoxyribozyme eingefiihrt: DNA-Enzyme, DNAzyme,
DNA-Katalysatoren und katalytische DNA. In diesem Auf-
satz werden all diese Begriffe austauschbar benutzt.

2.1. Erste Berichte iiber DNA als Katalysator fiir die RNA-
Spaltung

Das erste Desoxyribozym wurde 1994 von Breaker und
Joyce beschrieben. Es katalysierte die Spaltung einer einzel-
nen Ribonukleotid-Verkniipfung, die in einen Strang von
DNA-Nukleotiden eingebettet war.’¥! Die Spaltung lauft
iiber eine Umesterung durch den Angriff der 2’-Hydroxy-
gruppe an der benachbarten Phosphodiesterbriicke ab (Ab-
bildung 2a; man beachte, dass kein externes Wassermolekiil
eingebaut wird, sodass es sich streng genommen nicht um eine
»Hydrolyse* handelt). Das erste beschriebene Desoxyribo-
zym bendtigt fiir seine katalytische Aktivitdt Pb*" als Co-
faktor. Innerhalb weniger Jahre wurden viele weitere RNA-
spaltende DNA-Enzyme entdeckt, die andere zweiwertige
Metallionen wie Mg*", Ca®" oder Zn*" als Cofaktoren beno-
tigen (Abbildung 2b).!"! Alle diese Desoxyribozyme wurden
durch In-vitro-Selektion identifiziert, wortiber nachfolgend
ein kurzer Uberblick gegeben wird. In vielen Fillen werden
Substrate, die ausschlieBlich aus RNA bestehen (also nicht
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Abbildung 2. Desoxyribozym-katalysierte Spaltung von RNA. a) Chemie
der Spaltungsreaktion: Umesterung am Phosphor. b) Zwei spezielle
RNA-spaltende DNA-Enzyme: Links ist das erste beschriebene Desoxy-
ribozym abgebildet, das Pb?* benétigt und an einem einzelnen Ribo-
nukleotid (rA) eingebettet in einem DNA-Strang spaltet (Pfeil)."®
Rechts ist das Desoxyribozym 10-23 abgebildet, das Mg®" benétigt
(obwohl auch Mn** verwendet werden kann) und reine RNA-Substrate
allgemeiner Sequenz spaltet.”" Fiir 10-23 ist nur das RNA-Sequenz-
motiv R™Y an der Spaltungsstelle erforderlich, wobei es sich bei R um
ein Purin handelt (A oder G) und bei Y um ein Pyrimidin (U oder C).
Man beachte fiir beide Desoxyribozyme die Watson-Crick-Komple-
mentaritit zwischen den zwei ,Bindungsarmen* des Desoxyribozyms
und dem Substrat.

nur eine einzige RNA-Verkniipfung aufweisen), effizient ge-
spalten. Dartiiber hinaus besteht die Moglichkeit, nahezu jede
beliebige RNA-Sequenz zu spalten, vorausgesetzt, dass viele
verschiedene RNA-Substratsequenzen auch dann gespalten
werden konnen, wenn lediglich die Watson-Crick-Komple-
mentaritdt zwischen dem RNA-Substrat und dem DNA-
Enzym gewiihrleistet ist.””) In den meisten Fillen unterliegen
nur einige bestimmte RNA-Nukleotide nahe der Spaltungs-
stelle Beschriankungen ihrer Sequenzidentitit. Eine Gruppe
diverser Desoxyribozyme erlaubt jedoch kollektiv die Spal-
tung nahezu jeder RNA-Sequenz.*’!

2.2. In-vitro-Selektion

Das Ziel der In-vitro-Selektion ist die Identifizierung
spezieller DNA-Sequenzen, die eine katalytische Funktion
haben — dhnlich der natiirlichen Selektion von spezifischen
Aminosiuresequenzen (d.h. Proteinen), die eine enzymati-
sche Aktivitit aufweisen. Fiir DNA ist das gesamte Verfahren
der In-vitro-Selektion in anderen Ubersichtsartikeln umfas-
send behandelt!">*! und wird daher hier nicht im Detail be-
schrieben. Im Prinzip werden Desoxyribozyme durch einen
iterativen Prozess identifiziert, der von einem ,,Zufallspool*
aus DNA-Sequenzen ausgeht. Dieser Zufallspool besteht aus
einem Gemisch von Oligonukleotiden, die zwei Abschnitte
fester Sequenz aufweisen, die eine Region genau festgelegter
Linge, aber vollkommen zufilliger Sequenzzusammenset-
zung (z.B. N,,) einrahmen. Erzeugt wird der Pool durch eine
iibliche DNA-Festphasensynthese unter Verwendung eines
Gemischs der vier Standard-DNA-Phosphoramidite an jeder
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Position der zufélligen Abschnitte. Ausgehend vom Zufalls-
pool bewirken iterative Selektionsrunden und PCR-Ampli-
fikationen (Polymerasekettenreaktion, Abbildung 3a) die
Anreicherung von Sequenzen, die die gewiinschte katalyti-
sche Aktivitdat haben, z.B. fiir die Spaltung von RNA (Ab-
bildung 3b).

a)
. Selektion Amplifikation O VA
® ) (PCR) .
b)
Streptavidin : RNA DNA
an einem ) B=— ——————
festen Trager 77 Biotin
Inkubation
RNA-Spaltung durch DNA
) B = —

Elution vom festen
Trager und PCR

néchste
Selektionsrunde

Abbildung 3. Uberblick tiber das In-vitro-Auswahlverfahren zur Identifi-
zierung von Desoxyribozymen. a) Auswahl und Vervielfiltigung — die
zwei grundlegenden Schritte der Selektion. Jeder Kreis reprisentiert
eine mégliche DNA-Sequenz (hell =inaktiv, dunkel =aktiv). Im Selekti-
onsschritt wird die Sequenzpopulation mit der aktiven Sequenz ange-
reichert, und im Amplifikationsschritt wird die Populationsgréfie wie-
derhergestellt. b) Selektionsschritt mithilfe eines 5"-biotinylierten RNA-
Substrats zur Identifizierung von Desoxyribozymen, die die Spaltung
von RNA katalysieren. Die DNA-katalysierte Spaltung der RNA fuihrt
zur Abtrennung des Biotins von der DNA, sodass die aktiven DNA-
Sequenzen von einer Streptavidin-Saule eluiert werden kénnen. Die
Details der Selektion unterscheiden sich je nach gewiinschtem Ergeb-
nis, wie in umfassenderen Ubersichtsartikeln beschrieben.'>?4

In jeder Runde beruht der Schliisselschritt der Selektion
auf einer geeigneten physikalischen Methode zur Abtren-
nung katalytisch aktiver DNA-Sequenzen von funktionslosen
Sequenzen. In vielen der Selektionen RNA-spaltender Des-
oxyribozyme wurden 5'-biotinylierte RNA-Substrate ver-
wendet, die kovalent an den Terminus des DNA-Zufallspools
gebunden sind. Eine erfolgreiche DNA-katalysierte RNA-
Spaltung trennt das Biotin von der katalytisch besonders
aktiven DNA-Sequenz ab, wodurch ermoglicht wird, dass
diese Sequenz von einer Streptavidin-Sdule heruntergewa-
schen werden kann, wihrend der Uberschuss funktionsloser
Sequenzen auf der Sdule gebunden bleibt. Da kein physika-
lischer Trennungsprozess perfekt ist, wird in jeder Runde eine
unvollstandige Anreicherung funktioneller DNA-Sequenzen
erreicht, und der Selektionsvorgang muss viele Male wieder-
holt werden (typischerweise 5-15 Runden), bis katalytisch
aktive Sequenzen die Population dominieren. Einzelne Des-
oxyribozyme werden dann kloniert (d.h., ihre Sequenz wird
identifiziert) und biochemisch hinsichtlich ihrer Reaktions-
geschwindigkeit, Ausbeute, Selektivitit und anderen rele-
vanten Eigenschaften charakterisiert. Fiir andere Aktivitidten
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als die der RNA-Spaltung werden andere Methoden fiir den
Schlisselschritt des Selektionsprozesses verwendet, das
Prinzip bleibt aber gleich. Ein génzlich verschiedener Ansatz
verwendet die In-vitro-Abschottung (IVC),! die bei der In-
vitro-Selektion von Nukleinsdureenzymen Anwendung
findet, eine bis heute aber weniger gebrduchliche Methode
ist [2425)

Der gesamte Prozess der In-vitro-Selektion wurde fiir
RNA einige Jahre vor demjenigen fiir DNA beschrieben.!!>*!
In-vitro-Selektionen von RNA und DNA laufen im Wesent-
lichen nach dem gleichen Verfahren mit den gleichen Uber-
legungen ab. Natiirlich muss RNA im Laufe jeder Selekti-
onsrunde aus DNA transkribiert und zu DNA revers trans-
kribiert werden, wohingegen DNA gleichzeitig den Infor-
mationstrager und den Katalysator darstellt. Bei DNA han-
delt es sich um eine gute Katalysatorwahl, nicht nur weil
DNA-Selektionen den Hin- und Hertransport von DNA-/
RNA-Informationen vermeiden, sondern auch, weil Des-
oxyribozyme einfacher als Ribozyme zu untersuchen und zu
handhaben sind. Ganz wichtig ist, dass DNA trotz seiner
»fehlenden“ 2’-OH-Gruppe sowohl bei der Bindung von
Substraten als auch in der Katalyse keine funktionellen
Nachteile im Vergleich zu RNA zu haben scheint.!?”

2.3. DNA-katalysierte Reaktionen

Die anfédnglichen Erfolge bei der Identifizierung von
Desoxyribozymen zur Spaltung von RNA regten Untersu-
chungen anderer DNA-katalysierter Reaktionen an. In der
Tat wurden seither viele Desoxyribozyme beschrieben, die in
anderen Reaktionen als der Spaltung von RNA aktiv waren.
In den meisten dieser Reaktionen wird die Verwendung von
Oligonukleotiden als Substrat beibehalten, was deswegen
sinnvoll ist, weil DNA in seiner Eigenschaft als Nukleotid-
polymer schon an sich gut (und selektiv) iiber ,,normale“
Watson-Crick-Wechselwirkungen an Oligonukleotid-Sub-
strate bindet. Diese Wechselwirkungen liefern eine be-
trachtliche Menge an Enzym-Substrat-Bindungsenergie, die
es dem In-vitro-Selektionsprozess erlaubt, DNA-Sequenzen
bevorzugt aufgrund ihrer katalytischen Funktion und nicht
ihrer Bindungsfihigkeit zu identifizieren. In einer kleinen,
aber wachsenden Zahl von Fillen wurden auch andere Sub-
strate als Oligonukleotide von Desoxyribozymen genutzt, was
voraussichtlich ein Forschungsgebiet von groem Interesse
werden wird. Umfangreiche neue Ubersichtsartikel, die sich
mit DNA-katalysierten Reaktionen befassen, stehen zur
Verfiigung.'"*** Hier werden einige Schliisselergebnisse
zusammengefasst.

2.3.1. DNA-katalysierte Reaktionen von Oligonukleotiden

Neben der oben diskutierten Spaltung von RNA wurden
umgekehrt auch Ligationen von RNA-Substraten durch
Desoxyribozyme beschrieben. Durch die Selektion eines
RNA-Substrats zur Bindungsbildung mit einem anderen
RNA-Substrat, das entweder ein 2',3’-cyclisches Phosphat-
oder ein 5'-Triphosphat-Elektrophil aufweist, konnten Des-
oxyribozyme identifiziert werden, die entweder lineare oder
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verzweigte RNA-Topologien erzeugen (Abbildung4a).
Diese Desoxyribozyme benétigen typischerweise Mg®", Mn**
oder Zn?* fiir ihre Aktivitit. Im Falle von Reaktionen, die mit
2'3’-cyclischen Phosphat-Elektrophilen ablaufen, stellt sich
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Abbildung 4. Desoxyribozym-katalysierte Ligation von RNA.?23% a) Ein
lineares RNA-Produkt kann entweder durch die Reaktion einer 5'-Hy-
droxygruppe mit einem 2’,3'-cyclischen Phosphat aufgebaut werden
oder durch die Reaktion eines 2',3’-Diols mit einem 5'-Triphosphat.

b) Ein verzweigtes RNA-Produkt kann durch die Reaktion einer inter-
nen 2'-Hydroxygruppe mit einem 5'-Triphosphat aufgebaut werden. Bei
dem verzweigten Produkt handelt es sich um Lariat-RNA, wenn die 2-
Hydroxygruppe und das 5'-Triphosphat Teile desselben RNA-Molekiils
sind (angedeutet durch die gestrichelte Linie).

die Schliisselfrage der Regioselektivitit bei der Offnung
des cyclischen Phosphats, die entweder zu einer natiirli-
chen 3'-5- oder einer nichtnatiirlichen 2'-5-RNA-Ver-
kniipfung fithren kann. Bei Reaktionen, die unter Angriff
eines 2',3’-Diols an einem 5'-Triphosphat ablaufen, stellt
sich die Frage, mit welcher Selektivitdt die Hydroxy-
gruppe am Reaktionsort angreift, da wieder entweder
eine 3'-5- oder eine 2'-5-RNA-Verkniipfung gebildet
werden kann. Es wurden viele interessante Experimente
ausgefiihrt; in einem Fall wurden z.B. Desoxyribozyme
auf die Féahigkeit hin entwickelt, die Bildung der natiirli-
chen 3'-5'-Verkniipfung herbeizufiihren.”” Diese Arbei-
ten tiber die Ligation von RNA durch DNA-Enzyme
wurden an anderer Stelle im Detail zusammenge-
fasst.[?2¥

Ein faszinierendes Beispiel fiir die DNA-katalysierte
Ligation von RNA ist die Bildung von 2',5"-verzweigter RNA
und von Lariat-RNA (Abbildung 4b).”*3! Verzweigte RNA
und Lariat-RNA werden in der Natur beim Spleifen von
RNAP? und anderen biologischen Prozessen gebildet.*® Bis
heute wird in allen untersuchten Féllen zur DNA-katalysier-
ten Bildung von Verzweigungen oder von Lariaten nur der
nucleophile Angriff einer einzigen 2’-Hydroxygruppe beob-
achtet, obwohl Hunderte konkurrierender 2'-Hydroxy-Nu-
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kleophile innerhalb des RNA-Substrats vorhanden sind.
Dieses Ergebnis veranschaulicht exemplarisch die den En-
zymen analoge Selektivitit von Desoxyribozymen. Eine
analoge Synthese stark verzweigter RNA oder besonders von
Lariat-RNA unter Verwendung eines niedermolekularen
Katalysators wiirde eine grole Herausforderung darstellen.
Es wurden Desoxyribozyme identifiziert, die keine RNA-,
sondern DNA-Substrate fiir die Verzweigung nutzen! und
die Bildung hochverzweigter DNA-Produkte ermoglichen
(Abbildung 5).

a) Ausgangs- ..
strang  9H

r"AIIIII ¥ s

ppA  angekniipfter Strang

5' I 3
_J,HIIIIIIII [N

15HA9-
Desoxyribozym

b) 3' 3 3 3 . R
| | angeknipfte Strange
L L :
5'm h 3' Ausgangsstrang

Abbildung 5. Bildung einer vielfach verzweigten DNA durch das
15HA9-Desoxyribozym.P*! a) DNA-katalysierte Reaktion an einer einzel-
nen Verzweigungsstelle. b) Konnektivitit eines mehrfach verzweigten
Produkts mit vier Verzweigungsstellen. Die vier vertikalen Striange ent-
sprechen den vier verschiedenen 5'-adenylierten Strangsequenzen, die
an den gemeinsamen Ausgangstrang gebunden sind.

Es konnte gezeigt werden, dass ein Desoxyribozym
(10DM?24), das 2',5'-verzweigte RNA bildet, biophysikalische
Marker wie Biotin oder Fluorescein im RNA-, Etikett* (Tag)
toleriert und somit die ortsspezifische Markierung von RNA
ermoglicht (DECAL, desoxyribozyme-catalyzed labeling)
(Abbildung 6).5 Diese Methode kann auch verwendet
werden, um mehr als einen Marker an dieselbe RNA anzu-

Markierung

3

2 e— 5’ GCI

5
Ziel-lRNA M

RNA-Tag ';Cfrrr
3 Mg

— !
IH”I“HHS‘T»_A_
markierte

PP, Ziel-RNA
10DM24-
Desoxyribozym

Abbildung 6. Desoxyribozym-katalysierte Markierung (DECAL) von RNA
durch das Mg?"-abhingige T0DM24-Desoxyribozym.F¢ Die Markierung
wurde als N-Hydroxysuccinat (NHS) an eine 5-Aminoallylgruppe des RNA-
Tags angehingt, die sich an der Nukleobase des zweiten Nukleotids befin-
det (und durch In-vitro-Transkription mithilfe von 5-Aminoallyl-CTP einge-
baut wurde).

fiigen, z.B. ein Paar von Fluoreszenzsonden fiir FRET-Ex-
perimente (FRET: resonanter Forster-Energietransfer).
Neben RNA-Substraten wurden auch DNA-Substrate
durch Desoxyribozyme umgesetzt. In einer frithen Verof-
fentlichung wurde ein DNA-Ligase-Desoxyribozym E47
identifiziert, das entweder Zn*" oder Cu®" benétigt, um eine
5'-Hydroxygruppe mit einem 3’-Phosphorimidazolid umzu-
setzen.””! Spiiter identifizierten Breaker und Mitarbeiter eine
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ganze Serie von Desoxyribozymen, die die Selbst-Phos-
phorylierung, Selbst-Adenylierung (cap) und die Ligation
zweier DNA-Stringe bewirken (Abbildung 7). Jedes dieser
Desoxyribozyme stellt unterschiedliche Anforderungen an

Desoxyribozym
NTP-A2-Kinase

G OH G OH
Q o o 9 o
o f —_ Q o §
HO 7£'O\DNA1 HO-P-0 _C?'O\DNN

10 mm Ca2* -3
200 mm K*
1mm ATP 5 UM Cu2*
pH7.0 selbst- 10 mm Mg2+
adenylierendes 250 mm Na*
Desoxyribozym 5 UM ATP
Klasse | pH 6.5
HO, A G OH
) HO' 0-P-0-P-0. ~P-0~, 1
Desoxyribozym [ o 0o -6 -0 4 DNA
L115-Ligase 200 mm K*
DNA2_A-oH pH7.0

A OH G OH
o] o
DNAZ—O\D:O*F"{')—O\;IO*F?-O
"5 O~DNA

Abbildung 7. DNA-katalysierte Reaktionen von DNA-Substraten:
Selbst-Phosphorylierung, Selbst-Adenylierung (,,Capping”) und Ligati-
on.P¥ Jedes Desoxyribozym erfordert wie abgebildet verschiedene zwei-
wertige und einwertige Metallionen.

die Substratsequenz und die Inkubationsbedingungen (ein-
schlieBlich verschiedener zweiwertiger Metallionen wie Ca**,
Cu*" oder Mn*"), sodass nicht alle Reaktionen in einem Re-
aktionsansatz durchgefiihrt werden konnen, was eine breite
Anwendbarkeit unmoglich machen. Dennoch: Das Rekapi-
tulieren von Reaktionen, die die Natur zur Verkniipfung
zweier Nukleinsdurestrdnge mit DNA-Enzymen nutzt, ist
eine herausragende intellektuelle Leistung, und weitere Be-
mithungen koénnten praktischere Anwendungen dieser oder
verwandter Desoxyribozyme moglich machen.

Sen und Mitarbeiter zeigten, dass DNA-Enzyme photo-
chemische Reaktionen ermdoglichen konnen, indem sie die
Photospaltung von Thymin-Dimeren katalysieren. Es wurde
gefunden, dass ein Desoxyribozym, UV1C, durch Bestrah-
lung bei einer optimalen Wellenldnge von 305 nm in Abwe-
senheit zweiwertiger Metallionen Thymin-Dimere spaltet
(Abbildung 8).”! UVIC scheint iiber die Bildung einer
zweistufigen G-Quadruplexstruktur zu funktionieren, wo-
durch es eine Einheit zur Verfiigung stellt, die sowohl Licht
absorbiert als auch als Elektronenquelle dient, um die Spal-
tung des Thymin-Dimers anzuregen. Die zum UVI1C fiih-
renden Experimente wurden urspriinglich mit der Absicht
durchgefiihrt, Desoxyribozyme zu identifizieren, die fiir die
Absorption von Licht von einem Cofaktor abhingig sind;
wihrend des Selektionsprozesses wurde aber eine Losung
gefunden, bei der die DNA selbst die Absorption vollzieht. In
nachfolgenden Studien wurde ein anderes Desoxyribozym
identifiziert, SerolC, das durch Bestrahlung bei einer opti-
malen Wellenldnge von 315 nm in Gegenwart von Serotonin
als Cofaktor Thymin- und verwandte Dimere, ebenfalls in
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Desoxyribozym

uvic G-Quadruplex

-
)

HO Thymr'n- MH
Dimer

hv l 305 nm

(0] (o]
HNJT \fLNH
DNAL,_ o7y vRo _o-DNA
¥ e
HO OH

Abbildung 8. Photospaltung eines Thymin-Dimers durch das UV1C-
Desoxyribozym.P? Ein verwandtes DNA-Enzym, Sero1C, katalysiert in
Gegenwart von Serotonin als Cofaktor dhnliche Reaktionen.""

Abwesenheit zweiwertiger Metallionen, spaltet."”) All diese
Ergebnisse zeigen, dass Desoxyribozyme als effektive pho-
tochemisch angetriebene Katalysatoren wirken konnen. Viele
andere Experimente zur Verwendung einer Kombination aus
DNA-Enzymen und Licht zur Katalyse bestimmter chemi-
scher Reaktionen sind denkbar.

Breaker und Mitarbeiter identifizierten zwei Klassen von
Desoxyribozymen, die iiber Cu®"-abhingige Reaktionspfade
zur oxidativen Spaltung von DNA fiihren.[*!l Die eine Art von
Desoxyribozymen benétigt sowohl Cu*" als auch Ascorbat
(das als Reduktionsmittel wirkt); die andere Art von DNA-
Enzymen erfordert nur Cu*". Eine frithere Veroffentlichung
beschreibt Cu*™-abhingige Redoxschiiden spezieller natiirli-
cher DNA-Sequenzen, die offensichtlich Bindungsstellen auf
der DNA mit einer besonders hohen Affinitit zu Cu*" ent-
sprechen.”” Fiir alle neuen Desoxyribozyme wurde eine
Heterogenitéit der Spaltstellen beobachtet. Dieses fiihrt zu
einer ,,Region-spezifischen* Selbstspaltung und ist im Ein-
klang mit der Beteiligung eines diffusionsfahigen Intermedi-
ats, z.B. dem Hydroxylradikal, im Verlauf der oxidativen
Spaltung. Da die Spaltung von DNA unter oxidativer Zer-
storung eines Nukleotids abléduft, werden sich solche Reak-
tionen wahrscheinlich nicht als préparativ niitzlich erweisen,
und die Erfordernis spezieller DNA-Sequenzen des Substrats
schrédnkt eine breite praktische Nutzung zusétzlich ein.

Joyce und Mitarbeiter beschrieben das DNA-Enzym 10—
28, das ein spezielles Guanosin-Nukleotid innerhalb seiner
Sequenz in Gegenwart von Ca*", Mg*" oder mehreren ande-
ren zweiwertigen Metallionen depuriniert.”! Die erhaltene
abasische Reaktionsstelle ist anfillig fiir eine $-Eliminierung,
sofern zusitzlich eine Amin-Base wie Spermin vorhanden ist,
was zur Spaltung des Strangs fiihrt (Abbildung 9). Das pH-
Optimum liegt um 5, was mit einer Protonierung des Guanin-
N7 mit nachfolgender Addition von Wasser an das glyco-
sidische Kohlenstoffatom vereinbar ist. In unabhingigen Ar-
beiten beschrieben Hobartner und Silverman ein Desoxy-
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SDNA 0 DNA.
o}
0 N 1
0=p-0" (/jfj\)”\” Desoxyribozym 0=P-0"
o*\ﬁN NZ NH, 10-28 O\@NOH
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0=p-0- 0 0=p-0
0, N 0,
“DNA 5 - (/:f:N\H “DNA
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Abbildung 9. DNA-katalysierte Depurinierung (Deglycosylierung)
durch das DNA-Enzym 10-28 gefolgt von einer Amin-abhingigen p-Eli-
minierung und Spaltung des DNA-Strangs.*”

ribozym, das sein eigenes 5'-terminales Guanosin-Nukleotid
in Gegenwart von Periodat (I0,) als Cofaktor und in Ab-
wesenheit zweiwertiger Metallionen depuriniert.* Amosova
etal. identifizierten eine bestimmte Stamm-Schleife-Se-
quenz, die eine spezifische Depurinierung etwa 10°-fach
schneller eingeht als dies geméf3 der normalen Hintergrund-
geschwindigkeit in Abwesenheit irgendwelcher Cofaktoren
oder zweiwertiger Metallionen der Fall wire,[*! was auf einen
hervorragenden ,,Hotspot® fiir eine unkatalysierte Depuri-
nierung von DNA hindeutet.

Ein aufregendes neues Ergebnis ist der Befund, dass
DNA die Fahigkeit besitzt, DNA-Phosphodiester-Verkniip-
fungen zu hydrolysieren. Chandra et al. beschrieben das
Desoxyribozym 10MD35, das sowohl Mn?" als auch Zn”*" be-
notigt, um unter ortsspezifischer Bildung der 5-Phosphat-
und 3'-Hydroxy-Termini DNA zu hydrolysieren (Abbil-
dung 10)."%4"! Diese Reaktion verlduft mit hoher Sequenz-
spezifitdt des Substrats und mit nur einer kleinen, aus vier
Nukleotiden (ATG”T) bestehenden Erkennungsstelle in-
nerhalb des Substrats, was darauf hindeutet, dass eine weitere
Ausarbeitung der Reaktion einen allgemein niitzlichen
Zugang zur Spaltung einzelstrangiger DNA-Substrate liefern
kann. Die Verwendung analoger Desoxyribozyme zur Spal-
tung doppelstrangiger DNA wird gegenwirtig erforscht. Die
unkatalysierte Hydrolyse von DNA-Phosphodiester-Bindun-
gen hat eine Halbwertsdauer von 30 Millionen Jahren, [
wihrend sich mit dem 10MDS5-Desoxyribozym ein k., von
mindestens 2.7 h™' ergibt (entsprechend ¢, 15 min), sodass
die Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit durch 10MDS5
mindestens 10'? betrigt. Hierbei handelt es sich um die groBte
Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit, die gegenwirtig
fiir ein Desoxyribozym beschrieben ist.

Es gibt mehrere Beispiele fiir Desoxyribozyme, die unter
allosterischer Abhéngigkeit von niedermolekularen Verbin-
dungen wie ATP¥! oder Oligonukleotiden™ Nukleinsiuren
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Abbildung 10. DNA-katalysierte sequenzspezifische Hydrolyse von
DNA durch das T0MD5-Desoxyribozym, das sowohl Mn** als auch
Zn** fiir seine katalytische Funktion benstigt.l***"! AuRerhalb der

ATG/T-Erkennungsstelle kann im Wesentlichen jedes Nukleotid im
DNA-Substrat vorhanden sein, solange die Watson-Crick-Kovarianz
zwischen dem Desoxyribozym und dem Substrat gewihrleistet ist.

ligieren oder spalten. Solche allosterischen Desoxyribozyme
(Aptazyme)P! konnten, wie in der Einleitung erwihnt, Ver-
wendung bei der Konstruktion DNA-basierter Sensoren und
datenverarbeitender Systeme finden.

2.3.2. DNA-katalysierte Reaktionen von anderen Substraten als
Oligonukleotiden

Die Verwendung von Desoxyribozymen in Reaktionen
mit anderen Substraten als Oligonukleotiden wurde bislang
wenig untersucht. Der Hauptgrund hierfiir ist, dass das
Fehlen von Watson-Crick-Wechselwirkungen eine effiziente
Substratbindung schwierig macht. Dennoch wurden einige
Beispiele solcher Desoxyribozyme beschrieben, und zukiinf-
tige Studien werden sich sicherlich stdrker auf solche Sub-
strate konzentrieren.

Sen und Mitarbeiter untersuchten ausfiihrlich ein DNA-
Enzym, PS5.M, das Porphyrine metalliert.”” Entweder Cu**
oder Zn*" kénnen mit dem Mesoporphyrin IX einen Komplex
bilden (Abbildung 11). Das PS5.M-Desoxyribozym wurde
iiber die DNA-Bindung an ein Ubergangszustandsanalogon
(ein nicht-planares N-Methylporphyrin) selektiert. Obwohl
diese Selektionsmethode prinzipiell attraktiv ist,”” konnte sie

metalliertes
Mesoporphyrin IX

(M2* =
Cu?* or Zn?*)

-0,C €Oz~

Abbildung 11. Produkt der Komplexierung von Cu®* oder Zn*" mit Me-
soporphyrin IX, katalysiert durch das DNA-Enzym PS5.M, das durch
In-vitro-Selektion tiber die Bindung an ein Ubergangszustandsanalo-
gon identifiziert wurde.?
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sich weder fiir RNA- noch fiir DNA-Enzyme etablieren.®
Das PS5.M-Desoxyribozym nimmt wahrscheinlich eine G-
Quadruplexstruktur ein, die gut mit einem Porphyrin wech-
selwirken sollte. Unabhingig davon zeigten Sen und Mitar-
beiter, dass ein Komplex bestehend aus einem DNA-Apta-
mer und Himin (Fe*'-Protoporphyrin IX) die moderate
Peroxidaseaktivitit von Hamin steigert.>!

Es wurden viele RNA- und DNA-Aptamere fiir die Bin-
dung an Nukleotid-5-triphosphate (NTP) identifiziert.'
Auch kann der aktivierte 5'-Terminus eines Oligonukleotids
sehr einfach als Substrat fiir eine Desoxyribozym-Reaktion
genutzt werden. Es erscheint daher plausibel, dass Desoxy-
ribozyme befihigt sein sollten, NTPs als Substrate fiir Re-
aktionen mit niedermolekularen Verbindungen zu verwen-
den. Im Hinblick darauf modifizierten Hobartner und Sil-
verman das 10DM24-Desoxyribozym dahingehend, dass es
NTP-Substrate anstelle der 5'-Triphosphat-RNA bindet
(Abbildung 12).5°! Durch die simple Trennung des GTP vom

&

Abbildung 12. Einbau einer Bindungsstelle fiir GTP als niedermolekula-
res Substrat in das 10DM24-Desoxyribozym.P® Das Desoxyribozym
(unterer Strang) und seine zwei RNA-Substrate (obere Striange) bilden
den gezeigten Knotenpunkt dreier Helices. R, reprisentiert einen Oli-
goribonukleotid-Cofaktor, der auf die gleiche Art an T0DM24 bindet
wie das urspriingliche, 5'-triphosphorylierte RNA-Substrat, das aber am
5’-Ende um ein Nukleotid verkiirzt wurde, um die GTP-Bindungsstelle
zu generieren.

Rest des 5'-Triphosphat-RNA-Oligonukleotids wurde er-
reicht, dass 10DM24 in Gegenwart eines Oligonukleotid-
Cofaktors, der dem Rest des urspriinglichen RNA-Sub-
strats entspricht, GTP als ein freies niedermolekulares
Substrat verwendet. Wenn das komplementdre DNA-
Nukleotid innerhalb des Desoxyribozyms von C zu T
ausgetauscht wurde, war 10DM24 in Gegenwart von ATP
funktionsfdhig, nicht mehr aber in Gegenwart von GTP.
Dies bestitigte, dass Watson-Crick-Basenpaare das NTP-
Substrat im aktiven Zentrum des Desoxyribozyms halten.
AufBlerdem konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der
Wasserstoffbriicken zwischen NTP und dem Desoxy-
ribozym ebenfalls mit der Effizienz der Reaktion korre-
liert. Ein besonders interessanter Aspekt von 10DM24
und seiner Reaktivitdt gegeniiber Oligonukleotiden im
Vergleich zu NTP-Substraten ist, dass ein mehrfacher
Umsatz nur mit NTP-Substraten beobachtet werden
kann. Dieser Befund ist im Einklang damit, dass bei den
zahlreichen oben beschriebenen RNA-Ligasen der mehrfa-
che Umsatz durch Produktinhibierung unterdriickt wird.
Eine Erweiterung der in Abbildung 12 gezeigten Modifi-
zierungsmethode auf andere Desoxyribozyme wird schwierig,
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wenn nicht gar unmdoglich sein, vor allem bei anderen nie-
dermolekularen Substraten als NTPs. Aus diesem Grund
wire es wiinschenswert, eine breiter anwendbare Methode
zur Identifizierung von Desoxyribozymen zu entwickeln, die
auf jede Art von niedermolekularen Substrate anwendbar ist.

FEine chemische Reaktion, die keinerlei Bezug zu Nukle-
insduren hat, ist die klassische Diels-Alder-Reaktion. Jaschke
und Mitarbeiter untersuchten ausfiihrlich ein Ribozym, das
fiir die Katalyse einer Diels-Alder-Reaktion zwischen An-
thracen und Maleimid identifiziert wurde.>” Hauptschlich
zu Vergleichszwecken unternahmen Chandra und Silverman
die Identifizierung von Desoxyribozymen fiir die Diels-
Alder-Reaktion.”” Die RNA-Sequenz von Jischkes 39M49-
Ribozym wurde teilweise randomisiert und in Form von DNA
hergestellt. Parallel dazu wurde ein gidnzlich randomisierter
DNA-Pool evaluiert. Aus beiden Selektionsexperimenten
konnten Desoxyribozyme identifiziert werden. Man fand
heraus, dass ein bestimmtes Desoxyribozym, DAB22, mit
hohem Turnover Diels-Alder-Reaktionen katalysierte, sofern
keines der Substrate an die DNA gebunden war (Abbil-
dung 13). DAB22 funktionierte sowohl mit Ca®", Mg** als
auch Mn?"; das urspriingliche 39M49-Ribozym funktionierte
allerdings am besten mit Mg?". Obwohl DAB22 aus dem Pool
identifiziert wurde, der von der partiellen Randomisierung
von 39M49 stammt, hatten seine Sequenz und die erwartete
Sekundérstruktur keinen Bezug zur Sequenz und Sekundér-
struktur von 39M49, was darauf hindeutet, dass DAB22 im
Wesentlichen ein neuer Katalysator ist. Wichtig ist, dass die
quantitativen Parameter des DAB22-Desoxyribozyms und
des 39M49-Ribozyms (z.B. die effektiven Geschwindigkeits-
konstanten und die Reaktionsbeschleunigung) vergleichbar
waren, was bedeutet, dass zumindest fiir diese spezielle C-C-
Kupplung DNA und RNA &dhnliche katalytische Aktivitdten
aufweisen. Es ist natiirlich unmoglich, solche Schliisse zu
,beweisen“, solange nur einzelne Katalysatoren untersucht

o}

DAB22-
o Desoxyribozym

0

HO'Q\/O 6

Abbildung 13. Intermolekulare Diels-Alder-Reaktion zwischen Anthracen und
Maleimiden in Gegenwart von DAB22-Desoxyribozym als Katalysator.?’]
Ebenso wie bei Jischkes Diels-Alder-Ribozym!
Enantioselektivitat, die Richtung ist allerdings unbekannt (M. Chandra und
S.K.S., unveréffentlichte Ergebnisse).

57 gibt es eine merkliche

werden. Dennoch stiitzen diese Befunde die Aussage, dass
DNA allein aufgrund der fehlenden 2'-Hydroxygruppe weder
bei der Ligandenbindung noch in der Katalyse ein nennens-
wertes Handicap gegeniiber RNA hat.

Reaktionen diverser funktioneller Gruppen sind von be-
sonderem Interesse fiir die kontinuierliche Weiterentwick-
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lung von Desoxyribozymen. Um die DNA-katalysierte Re-
aktivitit von Aminosiure-Seitenketten zu untersuchen,
platzierten Pradeepkumar et al. eine Tyrosin-, Serin- oder
Lysin-Einheit am Knotenpunkt der vom 7S11-Desoxyribo-
zym abgeleiteten Drei-Helix-Junction (Abbildung 14).54 Se-

Abbildung 14. DNA-katalysierte Reaktion der Tyrosin-Seitenkette unter
Bildung einer Tyr-RNA-Nukleopeptid-Verkntipfung.?* Die Architektur
ist die gleiche wie in Abbildung 12.

lektionsexperimente fithrten zur Reaktion der Tyrosin-Sei-
tenkette unter Bildung einer Tyr-RNA-Nukleopeptid-Ver-
kniipfung, was zeigt, dass DNA zur Verwendung einer phe-
nolischen Hydroxygruppe anstelle einer Ribose-2'-Hydroxy-
gruppe als Nukleophil beféhigt ist. Serin und Lysin reagierten
hingegen nicht, was bedeutet, dass weitere Anstrengungen
unternommen werden miissen, um die Anwendungsbreite
von DNA in der Katalyse zu erweitern. Neuere Arbeiten
haben in dhnlichen Zusammenhéngen eine Reaktivitidt der
Serin-Seitenkette offenbart (A. Sachdeva, O. Wong und
S.K.S., unveroffentlichte Ergebnisse), was darauf hindeutet,
dass es keine strikte chemische Limitierung fiir diese Art von
DNA-katalysierter Reaktivitit gibt.

Wang, Li und Mitarbeiter beschrieben Beispiele von
Aldol- (Benzaldehyd + Aceton) und Henry-Reaktionen
(Nitroaldol; Benzaldehyd + Nitromethan) in Wasser, bei
denen natiirliche doppelstrangige DNA als Katalysator ver-
wendet wurde.”® Die mechanistische Rolle der DNA in
diesen Prozessen ist unklar, die Katalyse scheint aber nicht
von der DNA-Sequenz abhingig zu sein. Entgegen den in
Abschnitt 4 beschriebenen Beispielen der asymmetrischen
DNA-basierten Katalyse wird in diesen Versuchen keine
chirale Induktion beobachtet. Sowohl die Unabhéngigkeit
von der DNA-Sequenz als auch das Fehlen der Enantiose-
lektivitdt fithren zu der Annahme, dass der Ursprung der
Katalyse ein anderer ist als im Fall der zuvor beschriebenen
Desoxyribozyme.

2.4. Strukturelle und mechanistische Untersuchungen von DNA-
Katalysatoren: Es braucht Daten!

Obwohl die Sekundirstrukturen von Desoxyribozymen
typischerweise in einer ,offenen“ Anordnung gezeichnet
werden (siche z. B. Abbildung 2), ist es zwingend erforderlich,
dass im Laufe der Katalyse die ,,Enzym“-Region des Des-
oxyribozyms, dessen Sequenz aus dem In-vitro-Selektions-
prozess stammt, irgendwie mit dem Substrat/den Substraten
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in Wechselwirkung tritt. Eine Kombination dieser Wechsel-
wirkungen dient dazu, die Aktivierungsenergien herabzuset-
zen und die funktionellen Gruppen des Substrats genau zu
positionieren; die Details jedes einzelnen Falls sind aber noch
unbekannt. Daher besteht die grote Herausforderung auf
diesem Gebiet der ,,DNA-Enzymologie“ darin, die Grund-
lagen der Desoxyribozym-Katalyse sowohl strukturell als
auch mechanistisch im Detail zu verstehen. Dieses Ver-
standnis wird derzeitig dadurch behindert, dass keine Ront-
genstrukturdaten oder NMR-Strukturanalysen katalytisch
aktiver DNA-Enzyme zur Verfiigung stehen. Kristalle, die
nach Kiristallisation des Desoxyribozyms 10-23 erhalten
wurden, offenbarten eine 2:2-Stochiometrie von Enzym und
Substrat.”” Obwohl die resultierende Holliday-Struktur
grundsitzlich faszinierend war, konnten keine mechanisti-
schen Informationen zur DNA-Katalyse daraus gewonnen
werden. Bemiithungen hinsichtlich der Kiristallisation von
Desoxyribozymen werden zwar in vielen Laboratorien un-
ternommen, bis heute wurden aber keine Strukturdaten ver-
offentlicht. NMR-Messungen sind zwar ebenfalls vorstellbar,
allerdings wird eine solche Herangehensweise (neben ande-
ren Problemen) durch die betrichtliche Signaliiberlappung
erschwert, und bis heute wurden keine NMR-Strukturen von
Desoxyribozymen beschrieben.

Ohne hochauflosende Strukturinformationen ist der
Entwurf neuer Experimente fiir Einblicke in mechanistische
Details zwar moglich, aber schwierig.® Der systematische
Austausch oder das systematische Entfernen einzelner DNA-
Nukleotide ist immer eine Moglichkeit, die in einigen Féllen
auch genutzt wurde (siehe z. B. Lit. [31d]), letztendlich liefern
solche Experimente aber eher begrenzte Informationen,
wenn sie fiir sich genommen durchgefiihrt werden. Gewisse
Erkenntnisse zu Ribozym-Mechanismen wurden aus hoch-
aufgelosten RNA-Schliisselstrukturen gewonnen.®l Es ist
wahrscheinlich, dass die DNA-Enzymologie einen dhnlichen
Weg durchlaufen wird. Bis das passiert, wird man iiber die
naheliegendsten Parallelen zwischen Desoxyribozymen und
Ribozymen spekulieren kénnen. Ribozyme konnen gebun-
dene zweiwertige Metallionen als Cofaktoren fiir die Kata-
lyse heranziehen,®™ und DNA kann natiirlich dasselbe tun.
Alternativ konnen RNA-Nukleobasen selbst die katalytisch
aktive funktionelle Gruppe bereitstellen, ohne zwangsliufig
von zweiwertigen Metallen abhingig zu sein.® RNA-Nu-
kleobasen konnen hierbei auf verschiedene Weise wirken,
etwa als allgemeine Séure- oder Base-Katalysatoren, indem
sie die elektrostatische Katalyse unterstiitzen oder indem sie
Donoren oder Akzeptoren fiir Wasserstoffbriicken zur Ver-
fiigung stellen.*! Da DNA im Wesentlichen aus den glei-
chen Nukleobasen wie RNA besteht (wobei T durch U ersetzt
ist), sollte sie ebenfalls befihigt sein, mithilfe eigener Nu-
kleobasen dhnliche katalytische Wechselwirkungen einzuge-
hen.

2.5. Zukiinftige Forschungsrichtungen
Es sind mehrere Richtungen auszumachen, in die sich die
zukiinftigen Forschungen zur Anwendung von DNA als Ka-

talysatoren bewegen diirften.
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2.5.1. Erweiterung des Anwendungsbereichs der DNA-Katalyse

Es scheint eindeutig, dass eine kontinuierliche Verbrei-
terung des Substrat- und Anwendungsbereichs der DNA-
Katalyse insbesondere auf niedermolekulare Verbindungen
und Proteine zu erwarten ist. Hierbei sind vor allem zwei
Herausforderungen zu bewiltigen: Zunéichst miissen bessere
Erkenntnisse iiber die Verwendung anderer Substrate als
Oligonukleotide (insbesondere niedermolekulare Verbin-
dungen und Proteine) gewonnen werden. Zweitens muss die
Bandbreite an Reaktionen, die einer DNA-Katalyse zu-
ganglich sind, weiter erhoht werden. Sehr vielversprechend ist
die Beobachtung, dass die DNA-katalysierte Hydrolyse von
Phosphodiesterbindungen um den Faktor 10'? beschleunigt
werden kann."**"! Auch die in Abschnitt 2.3.2 beschriebenen
Reaktionen mit anderen Substraten als Oligonukleotiden —
wenn auch in gegenwértig noch geringer Zahl — bieten eine
aussichtsreiche Perspektive. Eine zweifellos wichtige Rich-
tung im Rahmen der DNA-Katalyse wire die systematische
Untersuchung von Metallionen als katalytische Cofaktoren.

2.5.2. Erforschung der katalytischen Wirkung von funktionellen
Gruppen, die nicht in DNA vorkommen

Eine bestimmte Eigenschaft der DNA, die zweifellos ihre
Entwicklung als Katalysator aufgehalten hat, ist die relativ
geringe Anzahl verschiedener funktioneller Gruppen. Da
keine natiirlichen Vertreter von Desoxyribozymen bekannt
sind, gab es schlichtweg keine Griinde anzunehmen, dass
DNA irgendeine katalytische Funktion haben konnte. Mitt-
lerweile gibt es natiirlich eine Menge experimenteller Daten,
die belegen, dass die funktionellen Gruppen der DNA ins-
besondere in Kombination mit passenden Metallionen fiir
eine leistungsfihige katalytische Wirkung ausreichen. Den-
noch stellt sich die Frage, ob durch Anbringen zusitzlicher
funktioneller Gruppen an der DNA ihre katalytische Funk-
tion noch weiter verbessert werden konnte.

Um den Einfluss zusétzlicher funktioneller Gruppen ab-
zuschitzen, konnen entweder kovalent modifizierte DNA-
Nukleotide oder nicht-kovalent gebundene niedermolekulare
Cofaktoren verwendet werden. Bei der Verwendung kovalent
modifizierter Nukleotide miissen alle Vertreter eines spezi-
ellen Nukleotids (z.B. Adenosin) durch das modifizierte
Gegenstiick ersetzt werden, da fiir die DNA-Synthese wih-
rend der In-vitro-Selektion die PCR verwendet wird. Dieser
universelle Ersatz von Nukleotiden konnte funktionelle
Auswirkungen haben, die entweder giinstig oder ungiinstig
sind. In jedem Fall entstehen praktische Einschrankungen, da
die DNA-Polymerase die nichtnatiirlichen Nukleotide tole-
rieren muss (die wiederum zuvor synthetisiert werden
miissen). Mehrere Arbeitsgruppen untersuchten besonders
im Zusammenhang mit der DNA-katalysierten Spaltung von
RNA die Verwendung kovalent modifizierter DNA-Nukleo-
tide.[”) In vielen Fillen verbesserte das modifizierte Nukle-
otid die Katalyse. Perrin und Mitarbeiter konnten z. B. zeigen,
dass eine Kombination aus zwei oder drei passend modifi-
zierten Nukleotiden die Menge an erforderlichen zweiwerti-
gen Metallionen drastisch reduziert’® und eine empfindliche
Detektion von Hg’*-Ionen ermdoglicht.*”!
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Niedermolekulare Cofaktoren weisen keinen der Nach-
teile kovalent modifizierter DNA-Nukleotide auf; es ist al-
lerdings erforderlich, dass die Desoxyribozyme auf nicht-ko-
valente Weise mit dem Cofaktor wechselwirken, um die
funktionelle Gruppe, die der Cofaktor zur Verfiigung stellt,
nutzen zu konnen. Roth und Breaker beschrieben ein Bei-
spiel eines DNA-Enzyms, das fiir die RNA-Spaltung von
einem Cofaktor (Histidin) abhingt.®! Hier konnte eine
Ahnlichkeit zum natiirlichen glmS-Ribozym bestehen.*) Die
zuvor beschriebene Periodat-abhéngige Selbst-Depurinie-
rung von DNA ist ein Beispiel fiir eine von einem Cofaktor
abhingige DNA-Katalyse, in der der Cofaktor offensichtlich
verbraucht wird." Zukiinftige Experimente sollten die Vor-
ziige und Nachteile der Nutzung von entweder kovalent
modifizierten Nukleotiden oder niedermolekularen Cofak-
toren zusammen mit Desoxyribozymen zeigen.

2.5.3. Struktur-Funktions-Studien an Desoxyribozymen

Wie in Abschnitt 2.4 erldutert wurde, wiaren hochaufge-
16ste Strukturdaten von entscheidender Wichtigkeit, um eine
Grundlage fiir biochemische Experimente an Desoxyribozy-
men zu haben — denn ohne Strukturen sind Struktur-Funkti-
ons-Beziehungen natiirlich nur schwer zu erforschen. Daher
ist es ein wichtiges Ziel, hochaufgeloste Strukturen von DNA-
Enzymen zu erhalten, etwa durch Rontgenstrukturanalyse
oder NMR-Spektroskopie.

2.5.4. Praktische Anwendungen von Desoxyribozymen

Desoxyribozyme, die Oligonukleotide umsetzen (Ab-
schnitt 2.3.1), konnen fiir interessante biochemische Anwen-
dungen genutzt werden. Ein weithin bekanntes Beispiel ist
die Verwendung von DNA-Enzymen zur sequenzspezifischen
Spaltung von RNA ™! was sowohl als priparative Strategie™”
wie auch zu Analysezwecken nutzbar ist, z. B. zur Kartierung
von RNA-Verzweigungsstellen.”” Beispiele fiir zukiinftige
Anwendungen konnten die DECAL-Markierung®®! (Abbil-
dung 6) zur Biotinylierung spezieller RNA-Sequenzen in-
nerhalb eines komplexen Gemischs sein oder die DNA-ka-
talysierte sequenzspezifische Hydrolyse von DNAU! als Al-
ternative zu konventionellen Restriktionsenzymen.

Desoxyribozyme, die andere Substrate als Oligonukleo-
tide umsetzen (Abschnitt 2.3.2), konnen ebenfalls fiir prakti-
sche Zwecke eingesetzt werden. Da man gegenwértig sehr
wenig iiber die Anwendung der DNA-Katalyse auf solche
Substrate weif3, scheint ein praktischer Einsatz weit entfernt,
und die Aussicht auf solche Anwendungen ist eine der
Hauptmotivationen fiir die Erforschung von DNA-Enzymen.
Zum Beispiel wire ein Katalysator duflerst wertvoll, der se-
lektiv an eine niedermolekulare Verbindung wie etwa einen
Zucker an eine bestimmte Seitenkette einer Aminosdure an
der Oberfliche eines intakten Proteins binden kann. Erste
Schritte zur Identifizierung solcher Desoxyribozyme werden
derzeit unternommen.
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2.5.5. Weitere Uberlegungen zu DNA-Katalysatoren

Sowohl RNA als auch DNA existieren in der Natur, wobei
man die Rolle eines Katalysators nur von der RNA kennt. Auf
der anderen Seite lassen sich im Labor ohne weiteres sowohl
RNA- als auch DNA-Katalysatoren identifizieren. Dies wirft
die Frage auf, ob DNA-Katalysatoren nicht auch in der Natur
vorkommen. Die beste Antwort auf diese Frage ist, dass na-
tiirliche DNA-Katalysatoren gegenwértig unbekannt sind, was
aber nicht notwendigerweise ihre Existenz widerlegt. Die na-
tiirliche Selektion ist opportunistisch, d.h. sie nutzt im Prinzip
jede verfiigbare strukturelle oder funktionelle Komponente.
Dies kann bedeuten, dass die katalytischen Eigenschaften der
DNA durchaus biologisch genutzt werden wiirden, sofern nicht
der Aufwand den Nutzen iibersteigt. Die Natur hat gute
Griinde dafiir, die DNA zumeist in einer Doppelhelix anzu-
ordnen (Abbildung 1). Dessen ungeachtet scheint es plausibel,
dass entweder voriibergehend oder permanent in Einzel-
strangen vorliegende DNA nur darauf wartet, in biochemi-
schen Zusammenhéngen als Katalysator zu wirken.

Ganz gleich, ob die Natur die DNA nun in der Katalyse
verwendet oder nicht, ist es uns im Labor freigestellt, jede Art
von Katalysator zu nutzen. Jetzt, wo sowohl Proteine als auch
RNA und DNA bereits als kiinstliche Katalysatoren etabliert
wurden, beginnen einige Forscher, in noch allgemeinerem
Rahmen iiber andere evolvierbare synthetische Polymere
nachzudenken." Die grofe Herausforderung hierbei ist, dass
der ,,Werkzeugkasten* an natiirlichen Polymerasen und an-
deren Enzymen fiir gewohnlich nicht zur Manipulation nicht-
biologischer Polymere verwendet werden kann. Die Ent-
wicklung zuverléssiger und einfach anwendbarer Methoden,
um solche Anwendungen dennoch zu erreichen, wiirde die
sequenzbasierte makromolekulare Chemie revolutionieren.
Bis dahin wird man auf Proteine, RNA und DNA zuriick-
greifen miissen. Alle experimentellen Daten in diesem Ab-
schnitt weisen darauf hin, dass bei einer De-novo-Suche nach
einer katalytischen Funktion die DNA ein konkurrenzfihiger
Kandidat sein kann.

3. DNA als Kodierungselement

Die Verwendung der DNA als ,.kodierende Komponen-
te* unterscheidet sich grundlegend von ihrer Verwendung als
Katalysator (Abschnitt 2). Wir verstehen darunter jegliche
Art von Anwendung, in der allein die Sequenzinformation
des Nukleotids von Bedeutung ist. Als Kodierungselement
nimmt die DNA nicht an chemischen Reaktionen teil, aul3er
vielleicht als Matrize. Es wurden zumindest fiinf verschiedene
Arten von Anwendungen beschrieben, in denen DNA als
Kodierungselement wirkt; sie werden in diesem Abschnitt
diskutiert. Natiirlich ist auch die Verwendung der DNA als
Genmaterial ein Beispiel fiir eine Kodierung.

3.1. Synthesesteuerung mit DNA-Templaten

Die in der Basenpaarung eines DNA-Doppelstrangs ent-
haltene Information kann zur Verkniipfung zweier Substrate
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genutzt werden, wobei die Reaktionsgeschwindigkeit iiber
das Phdnomen der effektiven Molaritdt erhoht wird. Diese
Methode, die Synthesesteuerung mit DNA-Templaten (DTS;
DNA-templated synthesis), wird seit vielen Jahren in zahl-
reichen Forschungslaboratorien untersucht. Zum Beispiel
wurden erhebliche Bemithungen um die DTS von Oligonu-
kleotiden angestellt.” Ein umfassender Ubersichtsartikel
berichtet iiber Anwendungen der DTS bis 2004, sodass wir
hier nur die allerwichtigsten Fortschritte neuerer Arbeiten
présentieren.

Das Prinzip der DTS ist in Abbildung 15 gezeigt. Zwei
niedermolekulare Substrate, die beide eine reaktive funktio-
nelle Gruppe enthalten (X und Y), sind mit zwei verschie-

X Y
| | .

3
Lrereneenrnn
BN 5

[N
3 "
DNA-Templat

Abbildung 15. Synthesesteuerung durch DNA-Template (DTS): Zwei
DNA-gebundene reaktive funktionelle Gruppen X und Y werden von
einem komplementédren DNA-Templat (der ,Schiene*) zusammenge-
halten. Die effektive Molaritit, die sich dadurch einstellt, erhéht sub-
stanziell die Reaktionsgeschwindigkeit.

denen DNA-Oligonukleotiden verkniipft. Diese werden mit
einer komplementdren DNA-, Schiene“ hybridisiert, wo-
durch sich eine effektive Molaritit einstellt, die die Reakti-
onsgeschwindigkeit der Reaktion gegeniiber der Reaktion
ohne Templat betréichtlich erhoht. Es wurden mehrere Ar-
chitekturen fiir die DTS entwickelt,” und man fand, dass die
Sekundirstruktur innerhalb der DNA-Template die Reakti-
vitiit beeinflussen kann.[”

Eine wichtige Anwendung der DTS ist die DNA-kodierte
Entdeckung von Reaktionen. In einer bahnbrechenden
Arbeit beschrieben Liu und Mitarbeiter die Entdeckung einer
Pd"-vermittelten Alken-Alkinamid-Makrocyclisierung unter
Verwendung der DTS zur Suche nach moglichen Kupp-
lungsreaktionen in einer 12 x 12-Matrix niedermolekularer
Substrate.["® Wichtig ist, dass die neu identifizierte Reaktion
anschliefend auch auflerhalb des DTS-Formats durchgefiihrt
werden konnte (Abbildung 16a). Die Kupplungsreaktion
wurde anschlieBend in einer DNA-unabhingigen Weise
weiterentwickelt, ohne dass eine Makrocyclisierung voraus-
gesetzt war.””! In einer weiteren Studie wurde ein Verfahren
der DNA-Kodierung beschrieben, das keine Hybridisierung
zweier DNA-Stringe erfordert, und zu einer neuen Au"-
vermittelten Hydroarylierung fiihrte (Abbildung 16b).7*
Streng genommen handelt es sich hierbei nicht um eine DTS,
da die Synthesereaktion nicht in einem reinen DNA-Templat-
Format durchgefiihrt wird.

DTS-Ansdtze werden im Allgemeinen in waissriger
Losung durchgefiihrt, da DNA in Wasser sehr gut 16slich ist.
In organischen Losungsmitteln ist DNA normalerweise un-
16slich, auf der anderen Seite werden viele organische Re-
aktionen in organischen Losungsmitteln durchgefiihrt und
sind auBerdem in manchen Féllen mit Wasser nicht kompa-
tibel. Aufbauend auf den bahnbrechenden Arbeiten von
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Abbildung 16. Beispiele von Reaktionen, die durch DNA-Kodierung
entdeckt wurden. a) Pd"-vermittelte Alken-Alkin-Makrocyclisierung.”®l
Der Stern kennzeichnet die Bindung, die beim Ringschluss gebildet
wird. b) Au"-vermittelte Hydroarylierung von geeignet substituierten
Alkenen mit Indolen.l®

Okahata™ und anderen, die DNA durch Komplexierung mit
quartiren Ammoniumlipiden in organischen Losungsmitteln
solubilisierten, untersuchten Rozenman und Liu die DTS in
organischen Losungsmitteln mit minimalem Wassergehalt
und fanden, dass etliche DNA-gesteuerte Reaktionen in Lo-
sungsmitteln wie 95-proz. Acetonitril oder DMF durchge-
fithrt werden konnen.® Dariiber hinaus liefen Reaktionen
wie die Wittig-Olefinierung und die Aminacylierung in mai-
Bigen Ausbeuten in >99.9% organischen Losungsmitteln
(u.a. Dichlormethan) ab. In allen Fillen wurden die DNA-
Verbindungen zunéchst in wéssriger Losung hybridisiert und
die Probe dann zur Verringerung des Wassergehalts entweder
verdiinnt oder gefriergetrocknet. Diese Studien wurden im
Rahmen einiger der zuvor beschriebenen Experimente zur
Entdeckung neuer Reaktionen genutzt.”

Ein zweiter wichtiger Anwendungsbereich der DTS dient
der Synthese komplexer Molekiile, besonders im Zusam-
menhang mit der Erstellung von Substanzbibliotheken fiir ein
anschlieBendes Screening, z.B. auf Bindungsaktivitdt. Die
bahnbrechende Arbeit auf diesem Gebiet stammte wiederum
von Liu und Mitarbeitern, die die DTS im Bibliotheksformat
und die Selektion einer 65 Komponenten umfassenden ma-
krocyclischen Bibliothek beschrieben.®! Im DNA-Templat
waren drei ,,Codons“ vorhanden, die die Bildung des Ma-
krocyclus iiber den Einbau eines von verschiedenen organi-
schen Bausteinen durch eine Aminacylierung an jeder von
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drei benachbarten Stellen innerhalb des entstehenden Ma-
krocyclus zulieBen. Die erhaltene Bibliothek wurde in vitro
auf ihre Proteinbindung untersucht und lieferte ein als Car-
boanhydraseligand bekanntes Molekiil (Abbildung 17).

HNJJ\AFO
/H HNI;'\(\/\
7 0 HN'$™0
H H H

DNA N hﬁ)\/
l_/
3 4 1)(\”

O OH

Ph O
HN A
N
e el
SO,NH,

Abbildung 17. Beispiel fiir eine DTS zur Synthese komplexer Molekii-
le.B"! Abgebildet ist das makrocyclische Endprodukt (ein bekannter
Carboanhydraseligand), das durch eine spezifische DNA-Sequenz ko-
diert wurde. Die drei durch DTS aufgebauten Amidbindungen sind ge-
kennzeichnet.

Spiter fiihrten mehrere technische Fortschritte zum Aufbau
einer > 13000 Komponenten umfassenden DNA-kodierten
Makrocyclenbibliothek, die ebenfalls durch Aminacylie-
rungen unter Verwendung von drei variablen Komponenten
erhalten wurde.®

Liu und Mitarbeiter zeigten, dass mehrere Synthese-
schritte in einer einzigen Probe durch ein DNA-Templat
programmiert werden konnen; dagegen erforderte der oben
beschriebene Ansatz zwischen allen aufeinanderfolgenden
Schritten eine Reinigungsprozedur. In ihrer Studie verwen-
deten Liu und Mitarbeiter ein Oligonukleotid als Templat,
das drei separate Regionen zur Anbindung von DNA-kon-
jugierten Substraten aufweist. Entsprechende Substrate
wurden sequenziell zugegeben und die Hybridisierung iiber
die Temperatur moduliert, wodurch trimere DNA-verkniipfte
Produkte erhalten wurden.®™ Durch die Erfordernis einer
temperaturabhéngigen differenziellen Hybridisierung der
DNA-konjugierten Reagentien scheint die Methode in der
Zahl der sequenziellen Schritte begrenzt zu sein. Unabhéngig
davon zeigte die gleiche Arbeitsgruppe, dass eine DNA-ge-
steuerte Sequenz zur direkten Transformation von funktio-
nellen Gruppen eines DNA-konjugierten niedermolekularen
Substrats verwendet werden kann. In diesem Fall wurde ein
DNA-konjugiertes Triphenylphosphan verwendet, das in
einer Staudinger-Reduktion selektiv mit einem von mehreren
DNA -konjugierten Aziden reagiert.®

Liu und Mitarbeiter beschrieben mehrere DTS-Studien
mit Peptidnukleinsiuren (PNAs).™ In einem Fall konnte
gezeigt werden,®™ dass eine PNA ausgehend von Tetramer-
oder Pentamer-Bausteinen an einem DNA-Templat aufge-
baut werden kann.*”! Uber diese Bausteine lieBen sich
Funktionalititen in die PNA-Seitenketten einfithren (Abbil-
dung 18a), was einen Ansatz zur Evolution synthetischer
Polymere bietet. In einer anderen Studie wurden nicht-
funktionalisierte PNA-Riickgrate ohne Nukleobasen als
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Abbildung 18. Anwendung der DTS zur Synthese von Peptidnuklein-
sduren (PNAs). a) Synthese eines PNA-Polymers ausgehend von funk-
tionalisierten PNA-Pentamer-Bausteinen.®! b) Synthese von PNA mit-
tels einer Templat-gesteuerten Basenerganzung.’® Sowohl die redukti-
ve Aminierung (hier gezeigt mit NaCNBH;) als auch die Aminacylie-
rung verliefen erfolgreich.

Grundlage fiir DNA-gesteuerte ,,Basenerginzungsreaktio-
nen“ zum Aufbau sequenzdefinierter PNA-Produkte ver-
wendet (Abbildung 18b).®¥ Kiirzlich beschrieb die Gruppe
von Liu auch die erste In-vitro-Selektion von PNA-Sequen-
zen, bei der PNA-Polymere mithilfe von DTS und PNA-
Pentameren aufgebaut wurden.® Die Arbeiten zeigen eine
gewisse Verwandtschaft zu den jiingsten Arbeiten von Gha-
diri und Mitarbeitern tiber Thioester-Peptidnukleinsiduren
(tPNAs), die selbstorganisierende Eigenschaften mit Bedeu-
tung fiir Selbstreparaturprozesse und Replikation haben.””
Oberhuber und Joyce beschrieben eine DNA-gesteuerte
Aldolreaktion zur Bildung eines Pentosezuckers (Abbil-
dung 19).°"! Ein 5-Glycolaldehyd-funktionalisiertes Oligo-
nukleotid wurde an einem DNA-Templat mit einem 3'-Gly-
ceraldehyd-funktionalisierten Oligonukleotid in Kontakt ge-
bracht. Bei Inkubation bei schwach alkalischem pH-Wert (um
8.5) in Gegenwart von 10 mm Mg®" entstand langsam das

3'-Glyceraldehyd

\D?
' —— 0-P-0.

Lirrrrnnene
3

5'- Glycolaldehyd

pH 8.5, 23 °C l 10 mM Mg2*

N
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Abbildung 19. DNA-gesteuerte Aldolkondensation zur Bildung eines
Pentosezuckers.”"!
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Produkt der Aldoladdition mit #;, von ca. 120 Tagen. Durch
Zugabe von 50 bis 500 mm Lysin wurde die Reaktionsge-
schwindigkeit um mindestens eine GroBenordnung erhoht.
Diese Beobachtungen deuten an, dass Nukleinsdure-Kataly-
satoren in Reaktionen mit potentieller Bedeutung fiir die
prébiotische Chemie effektiv sein konnen.

Mehrere Arbeitsgruppen beschrieben Ansdtze zum
Nachweis von Nukleinsduren, die auf einer Signalgebung
(meist Fluoreszenz) durch Templat-gesteuerte Reaktionen
beruhen.” Cai und Mitarbeiter nutzten eine Staudinger-
Reduktion, um die Fluoreszenz eines Fluorescein-Chromo-
phors zu aktivieren (Abbildung 20)."*! Franzini und Kool

0,
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HN O 0,
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£ o
5‘_NH NH2 HN ———— '
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Abbildung 20. Staudinger-Reduktion zur Aktivierung eines Fluorescein-
Fluorophors als Beispiel fiir den Nachweis einer Nukleinsaure durch
DTS

verwendeten ebenfalls eine Staudinger-Reduktion zur Akti-
vierung der Cumarin-Fluoreszenz,” wihrend Abe und Mit-
arbeiter auf die reduktive Aktivierung eines Rhodamin
setzten®™ und Shibata und Mitarbeiter eine SyAr-Reaktion
zur Entschiitzung eines Aminocumarins nutzten.”® Pianow-
ski und Winssinger beschrieben dhnliche Versuche mit PNA-
Substraten an einem DNA-Templat,””! und Cai und Mitar-
beiter verwendeten farbstoffderivatisierte PNA-Substrate.”
Grossmann und Seitz beschrieben einen DNA-gesteuerten
Transfer einer Markierung von einer DNA-Sonde zu einer
anderen™! und untersuchten in Folgearbeiten den Einfluss
von Parametern wie der Reaktivitidt der Sonde auf die Ef-
fektivitit dieser Methode."™ Huang und Cuoll beschrieben
die DTS eines Hemicyanin-Farbstoffs in Gegenwart eines
zusitzlichen niedermolekularen Diamin-Katalysator.'®! Ins-
gesamt scheint der Nachweis von DNA- oder RNA-Oligo-
nukleotiden mittels ihrer Verwendung als Templat zur Si-
gnalerzeugung ein vielversprechender experimenteller
Ansatz zu sein.

Weitere Forschungen gingen iiber die Anwendung des
DTS-Ansatzes im Zusammenhang mit linearen Architektu-
ren hinaus. Zunéchst untersuchten Herrmann und Mitarbei-
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ter amphiphile DNA-Blockcopolymer-Micellen.'" Die Hy-
bridisierung einzelstrangiger DNA-Oligonukleotide mit der
micellaren DNA platziert die Reaktanten entweder auf der
Opberflache der Micellen oder in ihrem Kern, je nachdem, an
welchem Terminus die ssDNA kovalent modifiziert wurde.
Erfolgreiche Reaktionen umfassten die Bildung von Isoin-
dolen (Thiol-Oligo + Amin-Oligo + o-Phthalaldehyd), die
Bildung von Amiden (COOH-Oligo + Amin-Oligo +
EDC/Sulfo-NHS) und die Michael-Addition (Thiol-Oligo +
Maleimid-Oligo). Reaktionen im Kern der Micelle sind be-
sonders faszinierend, da die chemische Umgebung sich we-
sentlich von Wasser unterscheidet, was Perspektiven analog
zur Anwendung von DTS-Verfahren in organischen Lo-
sungsmitteln bietet. Weitere Anwendungen dieses Micellen-
basierten Ansatzes zur DTS wurden noch nicht beschrieben.

Des Weiteren beschrieben Hansen und Mitarbeiter einen
,» Yoktoliter-Reaktor”, der unter Verwendung einer dreiar-
migen DNA-Struktur konstruiert wurde (Abbildung 21).01%!

RS H o] R3 H (o] R1 H

N N N
HzN}\FZ \/1?”)\1’ \)LN"\E;
o rm M o R H o

C#; \\
~

Il o
b,

O

Abbildung 21. Verwendung einer dreiarmigen DNA-Struktur als , Yokto-

liter-Reaktor“.'® Abgebildet ist eine schematische Struktur des Reak-

tors nach der Kupplung der dritten von drei Komponenten (Nr. 1 bis

3) am Reaktionszentrum in einer 21-stufigen Synthese. Die drei ge-

kennzeichneten Amidbindungen sind wihrend der DNA-kodierten Re-

aktionsschritte entstanden. Die Anzahl der Basenpaare ist nicht quan-
titativ abgebildet.

#3 #2 #1
..-‘\\, )
~f #2
,/

Dieser Ansatz wurde gewéhlt, um mehrere praktische Pro-
bleme, die mit einer linearen DTS-Architektur einhergehen,
zu vermeiden; z.B. kann bei einer linearen Architektur der
Abstand zwischen dem angehéngten Reaktanten und dem
Reaktionszentrum im Laufe des DTS-Prozesses stark variie-
ren. Das Konstrukt ist nach Lesart der Autoren eher als ein
Selbstorganisat denn eine Templat-basierte Struktur zu be-
schreiben. Jedes niedermolekulare Reaktionsprodukt — im
beschriebenen Fall ein Pentapeptid — bleibt an den kodie-
renden DNA-Reaktor gebunden. Somit entspricht die syn-
thetisierte Sammlung an Verbindungen einer DNA-kodierten
Verbindungsbibliothek, wie sie ganz dhnlich in nachstehen-
den Abschnitten diskutiert werden.

3.2. DNA-gelenkte Katalyse

Eine DNA-gelenkte Katalyse lduft dann ab, wenn DNA
als eine Matrize dient, an die ein anderes Reagens gebunden
ist, das als Katalysator wirken kann. Demzufolge kann die
DNA-gelenkte Katalyse als eine Variante der DTS angesehen
werden. Ein frithes Beispiel der DNA-gelenkten Katalyse
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wurde von Czaplinski und Sheppard berichtet, die eine
Schiadigung der DNA durch ein Metallosalen-DNA-Konjugat
und ein zugefiigtes Oxidationsmittel beschrieben (Abbil-
dung 22).'" Die beschidigte DNA-Stelle konnte nachfol-
gend durch Reaktion mit Piperidin gespalten werden. Das Ni-
Salen-Konjugat ordnet den Ni-Salen-Katalysator in der Ndhe
der Spaltstelle des DNA-Substrats an, bei der es sich bevor-
zugt um ein Guanosin-Nukleotid handelt.

_N\Ni/m_
o Mo
f’rllllllIIIIII IIIIIIIIIIIIS.
1. MMPP
2. Piperidin
3" G-ps 3 )

Abbildung 22. Beispiel einer DNA-gelenkten Katalyse: Ortsspezifische
oxidative Beschidigung der DNA durch ein Metallosalen-DNA-Konju-
gat und Magnesiummonoperoxyphthalat (MMPP) als Oxidationsmit-
tel."* Die Behandlung der beschadigten DNA mit Piperidin fuhrt zur
Spaltung des DNA-Strangs.

Erst kiirzlich konnte durch die Arbeiten von Tang und
Marx'%! sowie von Marx, Hartig und Mitarbeitern'® gezeigt
werden, dass die DNA-gelenkte Katalyse in mehreren inter-
essanten Kontexten angewendet werden kann. In einem Fall
dirigierte ein Prolinamid-derivatisiertes DNA-Oligonukle-
otid eine Aldolkondensation mit Aceton oder anderen Ke-
tonen und DNA-gebundenen Benzaldehyd-Derivaten (Ab-
bildung 23a).'! Ein simples DNA-verkniipftes primires
Amin erwies sich als ein 170-fach weniger effektiver Kataly-
sator, und das Prolinamid war weitgehend ineffektiv, wenn es
nicht an die DNA gebunden war. Durch zyklischen Tempe-
raturwechsel konnte sogar mit nur 5 Mol-% des Katalysators
ein mehrfacher Umsatz erreicht werden. Die Stereokonfigu-
ration am (-Kohlenstoff des Aldolprodukts wurde nicht be-
schrieben.

In einer zweiten Studie zeigten die Autoren, dass ein
niedermolekulares Porphyrin-Aldehyd-Substrat mit einer G-
Quadruplex-DNA wechselwirken kann, wodurch ebenfalls
eine Prolinamid-katalysierte Aldoladdition stattfindet (Ab-
bildung 23b).0% In diesem Fall wechselwirkt der Porphyrin-
aldehyd nicht iiber Watson-Crick-Basenpaare mit der DNA
(was in der ersten Studie fiir den DNA-gebundenen Benz-
aldehyd der Fall war), sondern stattdessen iiber nicht-kano-
nische Kontakte zwischen dem Porphyrin und der G-Qua-
druplex-DNA. Demzufolge katalysiert das DNA-gebundene
Prolinamid eine Aldolreaktion zwischen zwei Substraten —
dem Porphyrinaldehyd und Aceton —, von denen keines fiir
eine Templat-gesteuerte Synthese an ein DNA-Oligonukle-
otid gebunden ist. Die Position der Verkniipfung fiir das
Prolin am G-Komplex beeinflusste die Katalyse signifikant,
was auf eine spezifische Wechselwirkung zwischen dem Por-
phyrinaldehyd und der G-Quadruplex-DNA hindeutet.
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79% Ausbeute
Porphyrin (+8% Ausbeute des Produkts
der Aldolkondensation)
Abbildung 23. DNA-gelenkte Katalyse mit einem DNA-gebundenen
Prolinderivat: a) Durch Prolinamid-DNA-Konjugate katalysierte Aldol-
addition, in der ein Aldehyd an DNA gebunden ist und mit freiem
Aceton reagiert.'™ b) Durch Prolinamid-DNA-Konjugate katalysierte
Aldoladdition, in der ein Porphyrin-Aldehyd-Substrat mit der G-Qua-
druplex-DNA iiber nicht-kanonische Wechselwirkungen interagiert."®

3.3. DNA-gelenkte Synthese von Verbindungsbibliotheken (DNA-
Display)

Das Konzept einer DNA-kodierten Verbindungsbiblio-
thek wurde von Brenner und Lerner im Jahr 1992 vorge-
schlagen.'"”! Die Schliisselidee ist, dass eine Sammlung von
Verbindungen — kleine Molekiile, Peptide usw. — durch eine
von mehreren verschiedenen Methoden mit DNA-kodierten
Oligonukleotiden verbunden ist. Zunéchst werden die Ver-
bindungen mit relevanter Bindungsaffinitit isoliert, dann
durch PCR amplifiziert und durch Analyse der DNA-Se-
quenz identifiziert. Die Methode wurde zum Aufbau einer
Bibliothek von ca. 10° Heptapeptiden durch alternierende
Peptid-/DNA-Festphasensynthese verwendet, die anschlie-
Bend auf die Bindung von Antikorpern durch fluoreszenz-
aktivierte Zellsortierung (FACS) untersucht wurde.'®® Es
sind allerdings keine weiteren Veroffentlichungen bekannt, in
denen dieser spezielle Zugang zu DNA-kodierten Bibliothe-
ken genutzt wurde. Elegante Experimente mit Bibliotheken
aus PNA-kodierten Verbindungen wurden beschrieben, die
rdumlich adressierbare Anordnungen verwenden.'" Die
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PNA kann allerdings nicht durch PCR vervielfiltigt werden,
was bestimmte Anwendungen verhindert, die mit DNA
moglich sind.

Harbury und Mitarbeiter beschrieben einen als ,,DNA-
Display“ bezeichneten Ansatz zum Aufbau DNA-kodierter
Bibliotheken.''” Beim DNA-Display werden DNA-Se-
quenzmarkierungen verwendet, um die schrittweise Split-
und-Pool-Synthese von Bibliotheksmitgliedern zu dirigieren
(Abbildung 24). Dieser Zugang konnte auch als ,,sequenz-

a) ...

(4]
w

b) NH, OH

p \N\i T3 %L e
HoNT \/\H’ﬁor l)N/j)r ;/j)r N’ﬁg NH,

OH OH

Abbildung 24. Prinzip des DNA-Display: Spezifische DNA-Sequenzen
werden genutzt, um Verbindungen durch den Prozess der kombinato-
rischen Synthese zu lenken."" a) Schematische Darstellung dreier
translatierter Molekiil-DNA-Konjugate, die unter Verwendung von vier
DNA-Codons hergestellt wurden. Der Split-und-Pool-Ansatz, der fir
jeden Schritt des Aufbaus verwendet wurde, ist nicht abgebildet. b) Ein
octamerer Peptoidligand mit K;=16 pm, identifiziert durch DNA-Dis-
play.

kodiertes Routing“ bezeichnet werden, da die DNA-Mar-
kierungen dazu verwendet werden, die wachsenden nieder-
molekularen Verbindungen durch den Prozess der kombina-
torischen Synthese zu leiten. Anders als bei der DTS findet
beim DNA-Display eine echte In-vitro-Selektion statt, d.h.
mit iterativen Zyklen von Translation, Selektion und Ampli-
fikation, die nach jeder Selektionsrunde zur Wiederherstel-
lung der PopulationsgroBe fithren."'® Mithilfe von DNA-
Display identifizierten Harbury und Mitarbeiter aus einer
Bibliothek von 10° synthetischen Peptiden ein bekanntes
Antikorper-Epitop.''%! In Folgearbeiten synthetisierten sie
10® verschiedene octamere Peptoide und entdeckten neue
Liganden an der N-terminalen c-Crk-SH3-Doméne, wobei
die hochste Bindungsaffinitdt einen Wert von K, =16 puM er-
reichte.'"!

3.4. DNA-kodierte selbstorganisierte Bibliotheken

Beginnend im Jahr 2004 beschrieben Neri und Mitarbeiter
eine Serie von Experimenten mit DNA-kodierten selbstor-
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ganisierten Bibliotheken. Diese Vorgehensweise beinhaltet
den Aufbau von Bindungskandidaten ausgehend von zwei
(oder potenziell mehr) Fragmenten von Verbindungen unter
der Steuerung durch wechselwirkende DNA-Oligonukleoti-
de. Die Ligandenfragmente der Kandidaten sind jedes fiir
sich an ein spezifisches DNA-Oligonukleotid gebunden, das
mit einer Hybridisierungsregion und einem kodierten Be-
reich ausgestattet ist (Abbildung25).? Es werden zwei

Hybridisierungs-
\4 region #1 ‘40
i Bibliothek (n x m)
kodierende !
Dreteins L : von Bindungs-

kandidaten

Screening: Bindung an die Zielstruktur (—J

Abbildung 25. Aufbau einer DNA-kodierten selbstorganisierten Biblio-
thek mit nx m Verbindungen als Bindungskandidaten.

komplementére Sequenzen fiir die Hybridisierungsregionen
verwendet, wodurch der Aufbau einer n x m-Bibliothek re-
sultiert, indem n verschieden modifizierte Oligonukleotide
gemischt werden, die eine Hybridisierungsregion 1 mit m
modifizierten Oligonukleotiden haben, die wiederum die
Hybridisierungsregion 2 aufweisen. Die erhaltene Bibliothek
wurde im Hinblick auf die Bindung der zusammengefiigten
Ligandenfragmente an eine gewiinschte Zielverbindung un-
tersucht, und die DNA-kodierten Bereiche wurden dann
durch lineare PCR-Amplifikation und anschlieBende Se-
quenzierung oder Mikroarray-Analysen identifiziert. Ahnlich
den konventionelleren Herangehensweisen an die Fragment-
basierte Ligandensuche!"™® muss jeder ,, Treffer*, der mithilfe
DNA-kodierter selbstorganisierter Bibliotheken identifiziert
wurde, weiterentwickelt werden, indem die funktionellen
Fragmente auf geeignete Weise kovalent verkniipft und die
erhaltenen niedermolekularen Verbindungen optimiert
werden.

In ihrem urspriinglichen Bericht!"'¥ etablierten Neri und
Mitarbeiter die Grundlagen der Methodik und wendeten eine
Variante des Verfahrens zur Affinititsreifung von Verbin-
dungen fiir eine starke Bindung an Serumalbumin und Car-
boanhydrasen an. Bei dieser Variante wird ein bekannter
Ligand eingesetzt, der mit einem DNA-Oligonukleotid ver-
kniipft ist, das nur eine Hybridisierungsregion aufweist (da
kein kodierter Bereich benétigt wird). Das so erzeugte Kon-
jugat wird mit einem Satz von Verbindungen gepaart, die mit
DNA-Oligonukleotiden verkniipft sind, die die komplemen-
tdre Hybridisierungsregion zusammen mit geeigneten Ko-
dierungsbereichen enthalten. Durch Verwendung einer Bi-
bliothek aus 137 Verbindungen fiir den zweiten Strang konnte
der K ;-Wert um das 40-fache verbessert werden.

Spéter nutzten Neri und Mitarbeiter DNA-kodierte
selbstorganisierte Bibliotheken zur Identifizierung Strept-
avidin-bindender Verbindungen (bester K, 1.9 nm)!' und
zur Suche nach neuen Albumin-bindenden Verbindungen.!''®!
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Die Methode der Affinitdtsreifung wurde auBerdem ver-
wendet, um verbesserte Liganden zu identifizieren. In einem
Beispiel wurde eine Leitstruktur mit Ky =100 um fiir Trypsin
verwendet, um eine neue Verbindung mit K;=100nM zu
identifizieren, was einer 10°-fachen Verbesserung ent-
spricht.'"”! In einem anderen Fall wurde aus einer ssDNA-
kodierten Bibliothek eine Leitstruktur zur Bindung an eine
Matrixmetalloproteinase identifiziert und dann in einem
zweiten DNA-kodierten Experiment einer Affinititsreifung
unterworfen, um einen Liganden mit K;=10 um zu identifi-
zieren.""™ AuBerdem wurden wichtige technische Fortschritte
sowohl im Aufbau DNA-kodierter Bibliotheken!""”! als auch
bei der Hochdurchsatz-Sequenzierung erfolgreicher Ligan-
den erzielt.™ Mit diesen beiden Fortschritten gelang es
kiirzlich, neue Inhibitoren des Tumornekrosefaktors (TNF)
mit einem besten K-Wert von 10 um aus einer 4000 Verbin-
dungen umfassenden Bibliothek zu identifizieren.'?!]
Hamilton und Mitarbeiter trugen ebenfalls zur Entwick-
lung DNA-kodierter selbstorganisierter Bibliotheken bei. Sie
beschrieben eine Untersuchung mit doppelstriangigen DNA-
Matrizen!"™ und auBerdem Versuche mit Quadruplex-DNA-
Matrizen.!'” Es wurden sogar Pentaplex-DNA-Matrizen
vorgestellt, wenn auch nicht in einem Bibliotheksformat.['*¥

3.5. DNA-kodierte Bibliotheken mit doppelstringigen DNA-Tags

Clark et al. beschrieben vor kurzem einen neuen Zugang
zu Bibliotheken von DNA-kodierten Verbindungen.'”! Bei
dieser Methode wird ein doppelstrangiges DNA-Tag an jede
niedermolekulare Verbindung der Bibliothek konjugiert
(Abbildung 26). Die Uberlegung war, dass durch die Ver-
wendung doppelstrangiger DNA Probleme wie die chemische
Zersetzung einzelstrangiger DNA-Tags oder die aktive Teil-
nahme einzelstrangiger DNA an ungewollten Bindungser-
eignissen vermieden werden konnen. Durch Anwendung
eines Split-und-Pool-Verfahrens, bei dem sich die chemische
Funktionalisierung mit der enzymatischen Ligation eines

Synthetisiert mithilfe von...

R 1 l l? 192 Aminos&uren
Z R N 32 di i n S&ur
T\)\N N X~ \['r “R %)' difunktionellen S&uren
H A 10 A
O R 0O und 384 Aminen
O AR
Tag! Tag? Tag*
b .
) >|/ “ Rl
0. A , NIJ*N
Y\I‘-JJ\NIJ\N
g ey

Abbildung 26. DNA-kodierte Bibliotheken, die doppelstringige DNA-
Tags verwenden. a) Prinzip einer Bibliothek, die mithilfe von Vier-Kom-
ponenten-Tags etwa 8 x 10® Verbindung differenziert.'””! Die Zahl an
Basenpaaren ist nicht quantitativ abgebildet. b) Aus der Bibliothek
identifizierter MAPK-Inhibitor mit EC5,<7 nm nach Strukturoptimie-
rung (Tag® ist tiberfliissig) und Abspaltung von der kodierenden DNA.
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geeigneten doppelstrangigen DNA-Tags abwechselt, stellten
die Autoren in vier Aufbauzyklen die bemerkenswerte Zahl
von 800 Millionen Verbindungen her. Analog der DTS — aber
im Unterschied zum DNA-Display — ermoglicht dieser
Zugang keine echte In-vitro-Selektion, da eine Amplifikation
zur Wiederherstellung der Populationsgrofle nicht moglich
ist. Demzufolge war nach einer schon geringen Anzahl von
Runden eine Hochdurchsatz-Sequenzierung der angerei-
cherten Populationen zur Identifizierung der bindenden
Komponenten erforderlich. Zum Beispiel wurden nach drei
Runden typischerweise zehntausende von DNA-Sequenzen
in Einzelexperimenten analysiert. Der beste ECs-Wert fiir
die Inhibierung von p38-MAPK (MAPK: Mitogen-aktivierte
Proteinkinase) betrug <7 nm (nach separater Synthese der
Verbindung ohne DNA). Mit einer GroBe von 800 Millionen
Verbindungen iibersteigt die Bibliothek bei weitem die
GroBe typischer kombinatorischer Bibliotheken, sodass
dieser Ansatz ein betrichtliches Potential aufweist. Dariiber
hinaus konnten die Autoren zeigen, dass aus ihren Daten
wichtige Trends in Bezug auf die Struktur-Aktivitdts-Bezie-
hungen (SAR) der Komponenten abgeleitet werden konnen.

3.6. Zukiinftige Richtungen

Alle fiinf DNA-basierten Kodierungsansitze, die wir in
diesem Abschnitt beschrieben haben, haben ein gemeinsames
Merkmal: Sie nutzen Watson-Crick-Basenpaarungen will-
kiirlich gewédhlter DNA-Sequenzen, um ein gewiinschtes Er-
gebnis zu erzielen. Die DNA selbst spielt keine direkte che-
mische Rolle, sondern wirkt indirekt als Templat oder Bau-
stein in der DTS, der DNA-gelenkten Katalyse und beim
Aufbau DNA-kodierter selbstorganisierter Bibliotheken.
Jede dieser Methoden bietet einen vielversprechenden Weg
zur Identifizierung neuer Liganden ebenso wie neuer che-
mischer Reaktionen im Falle der DTS. Fiir die Zukunft ist
anzunehmen, dass neue Wege zur Anwendung von DNA fiir
die Kodierung von Strukturen und Funktionen entwickelt
werden.

4. DNA als stereochemisches Kontrollelement

Die letzte Anwendung der DNA, die in diesem Aufsatz
vorgestellt wird, ist die Verwendung von doppelstriangiger
DNA als stereochemisches Kontrollelement. In dieser Rolle
iibt die DNA einen chemischen Einfluss aus — aber nicht,
indem sie direkt als Katalysator wirkt (wie in Abschnitt 2)
oder indirekt als Templat (wie in Abschnitt 3), sondern indem
sie im Verbund mit einem geeignet koordinierten Metallion
eine chirale Umgebung fiir die asymmetrische Synthese her-
stellt (,,Hybridkatalyse*). Eine derartige Verwendung der
DNA hat sich in konzeptionell analogen Studien mit Protein-
basierten Hybridkatalysatoren angekiindigt."*'?”! Jedoch hat
DNA fiir solche Anwendungen viele praktische und vielleicht
auch chemische Vorteile gegeniiber Proteinen.
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4.1. Der erste Bericht einer DNA-basierten asymmetrischen
Katalyse der Diels-Alder-Reaktion

Natiirliche doppelstrangige DNA (dsDNA) wurde fiir
eine Vielzahl von Anwendungen genutzt, z. B. zur Herstellung
von Nanodrihten und photonischen Materialien.! Diese
Anwendungen beruhen im Allgemeinen auf Wechselwir-
kungen anderer Molekiile mit leicht erhiltlichen dsDNA-
Sorten, z.B. Lachsspermien-DNA (Lachshoden-DNA), die
von kommerziellen Fischereien bezogen werden kann. Im
Jahr 2005 beschrieben Roelfes und Feringa die Verwendung
von Lachsspermien-DNA als chiraler Ligand in der asym-
metrischen Katalyse (Abbildung 27).*) Das Metallion Cu**

o) dsDNA
Cu(NO3), + Ligand

N
@ S .~
Z MOPS, pH 6.5

5°C,3d

Abbildung 27. DNA-basierte asymmetrische Katalyse der Diels-Alder-
Reaktion mit einem Liganden der ersten Generation nach Roelfes und
Feringa.l'!

wurde im Komplex mit einer Reihe von zweizédhnigen Ami-
noacridinaminomethylpyridin-Liganden verwendet, die in die
dsDNA interkalieren konnen, um eine chirale Umgebung in
der Nihe des Cu?" zu bilden. Mit diesem Katalysator verlief
die Diels-Alder-Reaktion zwischen einem o,f-ungesittigten
2-Acylpyridin (Azachalkon) und Cyclopentadien (3 d, 5°C,
5Mol-% Katalysator) mit bis zu 49% Enantiomereniiber-
schuss (ee) fiir das Hauptisomer (98 % endo, 2% exo), was
einem Enantiomerenverhiltnis (e.r.) von 2.9:1 entspricht.
Der Abstandhalter zwischen den 9-Aminoacridin- und den 2-
Aminomethylpyridin-Einheiten erwies sich als iiberaus ent-
scheidend, da das Enantiomerenverhiltnis schon bei kleins-
ten Verdnderungen, z.B. beim Austausch des 1-Naphthyl-
methyl-Substituenten durch eine 2-Naphthylmethyl-Gruppe,
auf ungefdhr 1:1 abfiel. Welches Produkt-Enantiomer iiber-
wog, hing davon ab, welcher Ligand verwendet wurde;
nahezu gleiche oder entgegengesetzte Enantioselektivitidten
konnten durch einfachen Wechsel des Liganden erzielt
werden.

4.2. Entwicklung der zweiten Generation an Katalysatoren fiir
die Diels-Alder-Reaktion
In baldigen Folgestudien wurde eine zweite Generation
der DNA-basierten asymmetrischen Katalyse beschrie-

ben.™ In einem iiberarbeiteten Ansatz (Abbildung 28)
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Abbildung 28. DNA-basierte asymmetrische Katalyse der Diels-Alder-
Reaktion mit einem Liganden der zweiten Generation. a) Umsetzung
der gleichen a,fB-ungesittigten 2-Acylpyridine, die schon mit der ersten
Ligandengeneration behandelt wurden (Abbildung 27).*% b) Umset-
zung o,B-ungesittigter 2-Acylimidazole."*" ¢) Modell fiir die zweizahni-
ge Bindung an Cu®" durch das Dienophil in (b). Die Chiralitit des
dsDNA-Doppelstrangs induziert bei der Anniherung des Diens an die
beiden konkurrierenden Seiten des Dienophils die Diastereoselektivi-
tat.

wihlten die Autoren einfache Cu’"-Liganden, die direkt in
die DNA interkalieren oder in eine DNA-Furche binden
konnen, wohingegen in der ersten Generation noch die Li-
ganden die DNA-Interkalation rdumlich von der Metall-
koordination trennten. Damit erlaubt die Methode der
zweiten Generation einen ,,direkten Chiralitédtstransfer von
der DNA auf das Substrat der Reaktion.

Die Liganden der zweiten Generation, bei denen es sich
um Derivate von Phenanthrolin (phen) oder 2,2"-Bipyridin
(bpy) handelt, erwiesen sich als besonders effektiv in der
enantioselektiven Katalyse. Das beste Beispiel war 4,4'-Di-
methyl-2,2"-bipyridin (dmbpy; Abbildung 28a), das einen
Satz von drei Dienophilen mit einer endo-Selektivitidt von
>99:1 und >97% ee (32:1 e.r.) mit Cyclopentadien umsetz-
te.* In einigen Fillen wurden sogar Enantioselektivititen
von >99% ee (>199:1 e.r.) erreicht. Ein o,f-ungeséttigtes 2-
Acylimidazol anstelle des zuvor eingesetzten o,f-ungesittig-
ten 2-Acylpyridins wurde ebenfalls effektiv umgesetzt (Ab-
bildung 28b).*! Sowohl das urspriingliche 2-Acylpyridin als
auch das neue 2-Acylimidazol kénnen tiber das N- und das O-
Atom zweizihnig an Cu®" koordinieren, wodurch eine starre
Ebene zur Differenzierung der zwei moglichen Angriffsseiten
am Substrat gebildet wird (Abbildung 28c). Wieder erwies
sich der dmbpy-Ligand als optimal, da er bei sehr hohem
Umsatz (90%) ebenso hohe Enantioselektivititen lieferte.
Diese hohen Enantioselektivitdten konnten iiber eine Reihe
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von Dienophilen aufrechterhalten werden; z.B. erzielte ein
Vinyl-substituiertes 2-Acylimidazol 83% ee (11:1 e.r.). Die
Imidazolgruppe konnte nachfolgend abgespalten werden
(MeOTf; MeOH/DBU) unter Bildung einer Methylester-
funktion.

Ebenfalls Roelfes et al. berichteten iiber eine modulare
Methode, bei der ein Cu’"-bpy-Komplex an den 3'-Terminus
eines DNA-Oligonukleotids konjugiert und das Konjugat mit
zwei weiteren DNA-Oligonukleotiden zu einem doppel-
strangigen Komplex hybridisiert wurde, der fiir die asymme-
trische Synthese geeignet ist (Abbildung29)."* Je nach

XN/

HN> =N N=
() st
Cl) Cu

Abbildung 29. Modularer Aufbau des Cu?"-bpy-Katalysators fiir die
DNA-basierte asymmetrische Katalyse."*?

DNA-Sequenz und Aufbau des Abstandhalter zwischen der
DNA und Cu®*"-bpy wurden hohe Enantioselektivititen von
bis zu 93 % ee (28:1 e.r.) erzielt. Aufgrund des modularen
Designs konnten die Parameter effizient optimiert werden.

4.3. DNA-basierte asymmetrische Katalyse anderer Reaktionen

In einer Reihe von Féllen wurde das Konzept der DNA-
basierten asymmetrischen Katalyse auf andere Reaktionen
als die Diels-Alder-Reaktion iibertragen. Das erste solcher
Beispiele wurde von Shibata und Mitarbeitern vorgestellt
(Abbildung 30a), die Lachsspermien-DNA, Cu*" und einen

a) 0 dsDNA o
[Cu(dmbpy)(NO;);] E
CO,tBu >
,—Cl CO,tBu
4
InS 75% Ausbeute
0, .
F/ + 2BF 74% ee (6.7:1 e.r.)

(Selectfluor)
MES, pH 5.5,5°C, 6 h

b)
Y
X

= N\C/u2+
| —Q

30
tBuO

Abbildung 30. DNA-basierte asymmetrische Katalyse zur Bildung von
C-F-Bindungen ™ a) Bestes Beispiel im Hinblick auf Enantioselektivi-
tit. b) Zweizihniges Bindungsmodell fiir die Wechselwirkung zwischen
dem Substrat mit Cu®" und dem dmbpy-Liganden.
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Liganden wie dmpipy sowie eine elektrophile Fluorquelle
einsetzten, um Indanon-2-carbonsidureester mit bis zu 74 % ee
(6.7:1 er) zu fluorieren.™! Indanon-2-carboxylat kann
zweizihnig an [Cu*"(dmbpy)] koordinieren (Abbildung 30b;
man vergleiche mit Abbildung 28c), wodurch sich eine starre
Struktur zur DNA-Interkalation ergibt.

Die DNA-basierte asymmetrische Katalyse wurde auch
auf Michael-Reaktionen angewendet (Abbildung 31).34

Nu = CH(CO,CHj),
o dsDNA O Nu

y WD [Cu(cmbpy)(NO5)z] N\\H‘\/j@
N RN
Q/N\ Br O O Q’N\ Br
CH50 OCHj3 80% Ausbeute
MOPS, pH 6.5 nach chromato_graphischer
5°C,3d Aufarbeitung

99% ee (199:1er)

Abbildung 31. DNA-basierte asymmetrische Katalyse der Michael-Reak-
tion.*4

Hierbei wurde das gleiche o,f-ungesittigte 2-Acylimidazol,
das schon in der Diels-Alder-Reaktion eingesetzt wurde, fiir
die Michael-Reaktion mit dem Dimethylmalonat-Anion oder
Nitromethan als Nucleophil verwendet (bis 99 % ee; 199:1
e.r.). Die Richtung der Enantioselektivitdt kann auf die glei-
che Weise wie im Fall der Diels-Alder-Reaktion (Abbil-
dung 28¢) mit einer facialen Selektivitit erkldrt werden. In
einem Beispiel wurde die Michael-Reaktion im 1-mmol-
MaBstab (entsprechend ca. 300 mg des Elektrophils) in 80 %
Ausbeute und mit 99 % ee nach sdulenchromatographischer
Reinigung durchgefiihrt. Die Katalysatorlosung konnte au-
Berdem fiir einen weiteren Reaktionszyklus wiederverwendet
werden. Bemerkenswert ist, dass die Katalyse in Wasser
ablief, was fiir enantioselektive Katalysen von Michael-Re-
aktionen ungewohnlich ist.

Die gleiche Arbeitsgruppe erforschte auch die DNA-ba-
sierte asymmetrische Katalyse der Friedel-Crafts-Reaktion
(Abbildung 32).1! Als elektrophile Komponente wurde o,-
ungeséttigtes 2-Acylimidazol verwendet, das mit einem sub-
stituierten Indol — ebenfalls ungewohnlich — in Wasser rea-
gierte. Die Enantioselektivitit betrug 93 % ee (28:1 e.r.), und
es wurde die gleiche faciale Selektivitit wie im Fall der Diels-
Alder- und Michael-Reaktionen beobachtet.

Kraemer und Mitarbeiter beschrieben eine Cu®-kataly-
sierte Hydrolyse von Picolinsdureester mit PNA-konjugierten

(o]
N \HJ\/\ dsDNA OCHs
Q\: [Cu(dmbpy)(NO3),] 0
N\ + N
MOPS, pH 6.5
P Q\/N\ N

OCH o
(’f@f b ¥
N 78% Ausbeute
H

nach chromatographischer
Aufarbeitung
82% ee (10:1 er.)

Abbildung 32. DNA-basierte asymmetrische Katalyse der Friedel-Crafts-
Reaktion."*!
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Metallkomplexen und Estern im Verbund mit einem kom-
plementiren DNA-Strang.*® Im GroBen und Ganzen #hnelt
die Vorgehensweise dem modularen Ansatz von Abbil-
dung 29, auBBer dass PNA statt DNA verwendet wurde.

4.4. Was ist die Rolle der DNA in der DNA-basierten
asymmetrischen Katalyse?

Die Idee, helicale dsDNA als grof3en chiralen Liganden
einzusetzen, scheint instinktiv reizvoll. Wahrscheinlich be-
steht die Rolle der DNA einfach darin, eine chirale Umge-
bung zur Verfiigung zu stellen, die die Symmetriebeziehung
zweier konkurrierender Ubergangszustinde aufhebt, die in
Abwesenheit der DNA enantiomer sind. Dariiber hinaus
konnte die DNA aber auch die Reaktionsgeschwindigkeit
beeinflussen, und funktionelle Gruppen der DNA konnten
direkt an der Katalyse teilnehmen. In mehreren Féllen
wurden Experimente durchgefiihrt, um zu ermitteln, welche
dieser Rollen dsDNA in der DNA-basierten asymmetrischen
Katalyse spielt. Einzelstrangige DNA erwies sich in diesen
Tests als unfihig, eine Stereoselektivitit zu induzieren.*”!

Mit den in Abschnitt 4.1 beschriebenen Liganden der
ersten Generation kann die dsDNA als chiraler Baustein
fungieren, eine Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit
wurde in diesen Fillen jedoch nicht beobachtet.*® Mit den
Liganden der zweiten Generation aus Abschnitt 4.2 wird
dagegen die Rolle der DNA schon vielseitiger. Die blof3e
Anwesenheit von dsDNA fiihrt hier zu einer Erhohung der
Reaktionsgeschwindigkeit um bis zu zwei Groflenordnungen
sowohl bei Diels-Alder-'*" als auch bei Friedel-Crafts-Re-
aktionen.'®! Das hat zur Folge, dass nicht alle Liganden zu
jedem Zeitpunkt vollstindig an die DNA gebunden sein
miissen, damit eine effektive Stereokontrolle gewéhrleistet
ist, weil die ungebundenen Liganden eine geringere Reakti-
onsbeschleunigung bewirken.

Die Nukleotidsequenz konnte ebenfalls wichtig fiir die
DNA-basierte asymmetrische Katalyse sein. Falls die dsDNA
nur als groBer chiraler Ligand dient, sollte man nicht erwar-
ten, dass die Sequenz relevant wire. Dennoch ist ein gewisser
Grad an Sequenzabhingigkeit moglich, da sich die DNA-
Nukleobasen in der Nihe des katalytischen Metalls befinden
und weil die Struktur eines DNA-Doppelstrangs nicht vollig
unabhiéngig von der Sequenz ist. Tatsdchlich konnte in eini-
gen Fillen ein eindeutiger Beitrag der DNA-Sequenz zur
Stereoselektivitdt ausgemacht werden.™ " Aus Griinden,
die bislang nicht vollig klar sind, fiihren GC-reiche Sequenzen
(insbesondere solche mit mehreren G in Folge) zu einer ho-
heren Stereoselektivitit als AT-reiche Sequenzen (zumindest
in Diels-Alder-Reaktionen).

Um ein vollstdndiges Verstidndnis der Rolle der DNA in
der DNA-basierten asymmetrischen Katalyse zu gewinnen,
bedarf es letztendlich dreidimensionaler Modelle des DNA-
Substrat-Komplexes im Verlauf der Reaktion. Solche Mo-
delle wurden zwar vorgeschlagen, ™! allerdings wiren
Strukturdaten zur Bestiétigung dieser Vorschlédge hilfreich —
idealerweise mit hoher Auflosung, wie sie bislang nicht zur
Verfiigung steht.
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4.5. Weitere Beispiele fiir DNA-basierte Stereoselektivitdt

Neben den oben beschriebenen Arbeiten wurde DNA
(oder einzelne Komponenten der DNA) auch noch auf
andere Weise in stereoselektiven Reaktionen eingesetzt.
Abbildung 33 fasst die bislang bekannten Beispiele zusam-
men. Die Selektivititen, die hier erzielt wurden, sind relativ
gering, und es sind sicher weitere Anstrengungen notig.

a) DNA-
Br H Templat DNA-S
DNA-SH + /J\[rN—DNA _— N-DNA
0
kg/kg bis 5:1
b) KPd(ally)Cl}]
Ph\y\rPh THF Ph\/\rPh
—_—
OAc

e}

+ Pth\fLr
H
N__Ph Ho~\¢7/N o

HO

NP

>99% Umsatz
82% ee (10:1e.r)

7:3 H,O/Dioxan

OAc 100 mM NaClO,4
P 5 mM Mg(CIOyg4), N

* OH,C Phw
[Oj [{Ir(C2Ha)2Cl}z]

(6]
Abbildung 33. Weitere Beispiele fiir DNA-basierte Enantioselektivitit.
a) Addition eines Thiols an ein a-Bromamid im Kontext einer DTS.'*?!
b) Pd-katalysierte allylische Aminierung in Gegenwart eines Ph,P-modi-
fizierten Uridin-DNA-Nukleosids.*¥ c) Ir-katalysierte allylische Aminie-
rung in Gegenwart eines Dien-modifizierten DNA-Oligonukleotids."*”

0

0
=
\

47% Ausbeute
r 24% ee

N (16:1er)
DNA—H/\/

In einer DTS (Abschnitt 3.1) wurde fiir die Sy2-Reaktion
eines DNA-konjugierten Thiols mit einem DNA-konjugier-
ten o-Bromamid Stereoselektivitit beobachtet (Abbil-
dung 332)."*) Das Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkei-
ten der beiden o-Bromamid-Enantiomere war relativ gering
(maximales Verhiltnis 5). Die zwei enantiomeren a-Brom-
amide verhalten sich im Kontext der DTS diastereomer, was
zu unterschiedlichen Aktivierungsenergien ihrer Reaktionen
mit DNA-gebundenen Thiolgruppen fiihrt.

Kamer und Mitarbeiter fiithrten einen Ph,P-Substituenten
an die 5-Position des monomeren Uridin-DNA-Nukleosids
sowie in mehrere DNA-Trimere ein!"*! und untersuchten
diese Liganden in Pd-katalysierten asymmetrischen allyli-
schen Amidierungen (Abbildung 33b). Mit dem funktionali-
sierten Uridin-Monomer wurden in THF bis zu 82 % ee (10:1
e.r.) erzielt, wobei ein erheblicher Losungsmitteleffekt fest-
gestellt wurde; z.B. wurde in DMF das entgegengesetzte
Enantiomer mit 14 % ee (1.3:1 e.r.) erhalten. Die modifizier-
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ten DNA-Trimere ergaben nur niedrige Enantioselektivitidten
(<12% ee). Trotz der bislang maBigen Resultate gibt dieser
Bericht einen wichtigen Fingerzeig fiir weitere Studien an
chemisch modifizierten DNA-Monomeren oder -Oligomeren
als asymmetrische Katalysatoren. Jaschke und Mitarbeiter
beschrieben mehrere DNA-basierte Phosphanliganden,*!
iiber deren Anwendung in der Katalyse aber noch nicht be-
richtet wurde.

Ebenfalls Jaschke und Mitarbeiter synthetisierten DNA-
Oligonukleotide, die eines von mehreren Dien-modifizierten
Cytosin-Monomeren enthielten (Abbildung 33¢)."?! Die
DNA-Molekiile wurden mit einer Iridiumverbindung zu
einem Satz von (DNA-Dien)-Iridium(I)-Hybridkatalysatoren
kombiniert, die in allylischen Aminierungen getestet wurden.
Die hochste Enantioselektivitit, die in dieser ersten Studie
erreicht wurde, war 24 % ee (1.6:1 e.r.). Die Richtung der
Enantioselektivitat lief sich durch die Art des zur Dien-DNA
komplementdren DNA- oder RNA-Oligonukleotids signifi-
kant beeinflussen, was eine klare Perspektive fiir die Fein-
abstimmung des Katalysators in Bezug auf die Stereoselek-
tivitdt bietet.

Vogel und Mitarbeiter fithrten einen Aza-Kronenether als
Cu’*-Bindungsstelle in die DNA ein.*! Die hochste Enan-
tioselektivitit, die in der Diels-Alder-Reaktion zwischen 2-
Acylpyridin und Cyclopentadien erzielt wurde, betrug nur
10% (1.2:1 er.).

4.6. Zukiinftige Richtungen

Die bisherigen Ergebnisse auf dem Gebiet der DNA-ba-
sierten asymmetrischen Katalyse erscheinen sehr vielver-
sprechend, insbesondere was die in Abschnitt 4.2 beschrie-
benen Liganden der zweiten Generation betrifft. Eine Aus-
dehnung der Konzepts auf moglichst viele chemische Reak-
tionen (Abschnitt 4.3) wird wichtig sein, um den priparativen
Wert der Methode zu belegen. Die entscheidende Heraus-
forderung wird ein strukturell basiertes Verstdndnis der Ka-
talyse sein (Abschnitt 4.4).

FEin logischer Schritt diirfte darin bestehen, den an das
Metall koordinierenden Liganden direkt an das DNA-Nu-
kleotid zu binden, anstatt auf nichtkovalente Wechselwir-
kungen des Liganden mit der dsDNA (durch Interkalation)
zuriickzugreifen. Einige der in Abschnitt 4.5 beschriebenen
Arbeiten gehen in diese Richtung. Wie Roelfes anmerkte, '’
war in der Protein-basierten asymmetrischen Katalyse dieser
Ansatz der direkten Anbindung wenig erfolgreich, was wohl
teilweise daran lag, dass der Ansatz nicht modular ist und jede
einzelne Kombination aus Substrat und Katalysator einen
erheblichen Arbeitsaufwand zur Optimierung der Enantio-
selektivitdt erfordert. Dessen ungeachtet konnen sich solche
Methoden fiir die DNA-basierte Katalyse als erfolgreich
herausstellen.

Eine Hauptmotivation fiir die weitere Erforschung der
DNA-basierten asymmetrischen Katalyse besteht in der
Aussicht, gezielte Enantiomere eines gewiinschten Produkts
in prédparativ niitzlichem MaBstab synthetisieren zu konnen
(wie es selbstredend fiir die gesamte asymmetrischen Kata-
lyse gilt). Im Hinblick darauf sollte eine verstirkte Auf-
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merksamkeit der Suche nach praktischen Anwendungen der
DNA-basierten asymmetrischen Katalyse in ,,echten“ Syn-
thesen gelten. Die verfiigbaren Daten (siche etwa Abbil-
dung 31) sind in diesem Zusammenhang vielversprechend.

5. Zusammenfassung

Dieser Aufsatz beschreibt drei verschiedene Moglichkei-
ten, die Chemiker fiir eine ,kiinstliche“ Anwendung von
DNA entwickelt haben: als Katalysator, als Kodierungsele-
ment und als Stereokontrollelement. In jedem dieser Fille,
die ginzlich verschiedenen Prinzipien unterliegen, wurden
die chemischen Eigenschaften der DNA strategisch genutzt,
um neue konzeptionelle und praktische Fortschritte zu er-
moglichen. Fiir die Anwendung der DNA als Katalysator ist
die Fihigkeit eines DNA-Einzelstrangs zur Bildung komple-
xer dreidimensionaler Strukturen eine Grundvoraussetzung.
Die funktionellen Gruppen der DNA (im Verbund mit den
koordinierten Metallionen) sind in diesem Fall aktiv beteiligt,
was konzeptionell, wenn auch nicht immer mechanistisch, den
Funktionsweisen von Protein-Enzymen analog ist. In An-
wendungen als Kodierungselement wird die Sequenzinfor-
mation der DNA dazu verwendet, ein gewiinschtes chemi-
sches Ergebnis zu erzielen. Die DNA bewirkt hier nicht
direkt eine chemische Reaktion, sondern dient vielmehr als
Templat oder Matrize. Als Element zur Stereokontrolle
schlieBlich iibt der DNA-Doppelstrang die entscheidende
asymmetrische Induktion aus, die eine chemische Reaktion
auf einen bestimmten von mehreren konkurrierenden Wegen
lenkt.

Die Rolle der DNA als genetisches Material ist nur eine
Moglichkeit fiir die Verwendung dieses faszinierenden Mo-
lekiils, das vor mehr als 140 Jahren aus einer biologischen
Quelle isoliert wurde. Das Vorstellungsvermogen der Che-
miker wird in Zukunft sicher weit tiber die Grenzen der in
diesem Aufsatz beschriebenen Arbeiten hinausgehen, um
weitere interessante und niitzliche Anwendung der DNA zu
entdecken.
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