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Konsekutive Signalverstirkung fiir die DNA-Detektion basierend auf
einer De-novo-Fluorophorsynthese und Wirt-Gast-Chemie**
Xiao-Hua Chen, Alexander Roloff und Oliver Seitz*

Durch Nukleinsduretemplate gesteuerte chemische Reaktio-
nen eroffnen den Material- und Lebenswissenschaften faszi-
nierende Moglichkeiten. In kiirzlich erschienenen Arbeiten
wurde die Nukleinsdure-gesteuerte Chemie mit dem Ziel
eingesetzt, replizierbare DNA-Nanoarchitekturen zu kon-
struieren, die Testung von Wirkstoffen zu erleichtern, DNA
und RNA sogar in lebenden Zellen nachzuweisen und wirk-
stoffihnliche Molekiile freizusetzen.!!  Typischerweise
werden bei diesen Umsetzungen stochiometrische Mengen
des DNA-Templats benotigt. Jedoch wiirden viele Anwen-
dungen von einer katalytischen Wirksamkeit des Templats
profitieren." Intensive Anstrengungen galten der Entwick-
lung templatkatalysierter Reaktionen, durch die geringste
Mengen an DNA oder RNA nachgewiesen werden
konnen.P™ Dabei bewirkt ein Templatmolekiil (= Analyt)
die Bildung mehrerer Signalmolekiile. Der katalytische
Umsatz am Templat stellt somit einen Mechanismus zur
Verstarkung des detektierten Signals dar. Unter den iibli-
cherweise ausgelesenen Werten wird Fluoreszenz mit Ab-
stand am hiufigsten genutzt.>* Methoden, bei denen die
Gegenwart des Analyts einen Anstieg der Fluoreszenzinten-
sitdt herbeifiihrt, gestatten Messungen in Echtzeit und bieten
Ansitze, um RNA in lebenden Zellen bildgebend darzustel-
len und/oder DNA in einem PCR-freien Verfahren nachzu-
weisen.

Die vorangegangenen Arbeiten auf diesem Gebiet kon-
zentrierten sich auf DNA-gesteuerte Reaktionen zwischen
markierten Oligonukleotiden, welche geloschte Fluorophore
oder Photosensibilisatoren trugen.”* Das Fluorophorsystem
war dabei bereits vorhanden und die templatgesteuerte Re-
aktion diente einzig dem Zweck, die fluoreszenzloschenden
Gruppen voneinander zu entfernen. Detektionsverfahren, die
auf geloschten Fluorophoren beruhen, haben oft den Nachteil
eines relativ hohen Hintergrundsignals, welches von unvoll-
standiger Fluoreszenzloschung bzw. der potentiellen hydro-
lytischen Spaltung estergebundener Chromophore herriihrt.
Kiirzlich wurde eine Aldol-artige Chemie genutzt, um Cya-
ninfarbstoffe iiber eine DNA-gesteuerte Verkniipfungsreak-
tion zu generieren.”) Hierbei wurde das Fluoreszenzsignal
durch die Bildung eines Fluorophors erzeugt. Verkniip-
fungsreaktionen fiihren jedoch zu Produktinhibierung, was
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den katalytischen Umsatz am Templat und somit die Signal-
verstarkung verhindert. DNA-gesteuerte Spaltungsreaktio-
nen zeichnen sich dagegen durch eine verminderte Produkt-
inhibierung aus. So wurden templatgesteuerte Versionen der
Staudinger-Reaktion zur Freisetzung von Stickstoff aus Azid-
geloschten Fluorophoren oder a-Azidoether-verbriickten
Loschern genutzt.!! Diese Reaktionen erméglichten einen
katalytischen Umsatz am Templat und hohe Fluoreszenzver-
stirkungen.

Hier stellen wir nun einen neuen Ansatz vor, bei dem eine
Olefinierungsreaktion, die iiber einen Gruppentransfer ver-
lauft (und nicht etwa iiber eine Verkniipfungs- oder Spal-
tungsreaktion), zur De-novo-Synthese eines Fluorophors
fithrt (Schema 1a). In einem zweiten Schritt wird der neu
gebildete Fluorophor durch ein Rezeptormolekiil erkannt
(Schema 1b). Die Verstarkung des ausgelesenen Signals wird
dabei durch zwei konsekutive Verstiarkungsmechanismen er-
zielt: a) eine Transferreaktion, die iiber katalytischen Umsatz
am Templat verlduft, da jedes Produktmolekiil iiber dieselbe
Anzahl an basenpaarenden Nukleotiden verfiigt wie die ein-
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Schema 1. Konsekutive Signalverstirkung fiir die DNA-Detektion.
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zelnen Sonden vor der Reaktion, und b) eine Fluoreszenz-
intensivierung, die herbeigefiihrt wird, indem der neu gebil-
dete Fluorophor von einem Rezeptor gebunden wird und
dadurch Reaktionspfade zur strahlungslosen Deaktivierung
geschlossen werden. Es wird gezeigt, dass sich dieser konse-
kutive Ansatz durch einen geringen Hintergrund auszeichnet
und eine mehr als 100-fache Fluoreszenzverstirkung liefert.
Im Vergleich zu Reaktionen ohne Amplifizierung wird das
gemessene Signal um mehr als das 300-fache verstérkt.

Fir die DNA-kontrollierte Fluorophorsynthese erdach-
ten wir ein Reaktionsformat, in dem eine Benzyliden-Einheit
eines DNA-gebundenen Phosphoniumsalzes auf einen DNA-
gebundenen Benzaldehyd iibertragen wird."”! Bei geeigneter
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1a, OHC-CgH,-CONH-CgH1,-OPO,~5'0-CCTACAGCGC-3'

1b, OHC-CgH4-CONH-C;H,0CONH-CeH17OPO,™-5'0-CACACCTACAGCGCC-3'

2a, 5-ACTCTTCCCCAC-3'0-PO; -OCgH 12 -NHCO-CgHy-P*(Ph) -CH, -CgHg-CN

2b, 5-CAGGGCACTCTTCCC-3'0-PO, -OCgH;,-NHCO-CgH,-P*(Ph), -CH,-CqHa-CN
Template

3a, 5-GCGCTGTAGGTGTGGGGAAGAGT-3'
3b, 5-GGCGCTGTAGGTGTGGGGAAGAGTGCCCTG-3' (Mutante)
3¢, 5-GGCGCTGBAGGTGTGGGGAAGAGTGCC CTG-3' (Wildtyp)

Schema 2. a) DNA-gesteuerte Wittig-Reaktion. b) Sequenzen der DNA-
Sonden und -Template.

Substituierung wiirde das entstehende Stilben fluoreszieren.
Wir konzentrierten uns auf den in Schema 2 dargestellten
Entwurf. Durch die Verwendung des Phosphoniumsalzes 2
kann die Bildung eines Ylids bei pH <9 erfolgen. Der
Benzaldehyd 1 verwirklicht ein ausgewogenes Verhiltnis
zwischen Stabilitdt und Reaktivitdt und fiithrt zur Bildung
eines Stilbens, das im Puffer bei 380 nm fluoresziert. Im Zuge
der templatgesteuerten Reaktion werden der DNA-Aldehyd
und das DNA-Phosphonium-Konjugat am DNA-Templat in
unmittelbarer Nidhe zueinander angeordnet (Schema 1a).
Der damit einhergehende Anstieg der effektiven Molaritét
beschleunigt die Wittig-Reaktion, die in Abwesenheit des
Templats nur mit sehr geringer Geschwindigkeit ablauft.
Unter den Bedingungen des dynamischen Strangaustauschs
(nahe der Schmelztemperatur, Ty;) wird ein katalytischer
Umsatz am Templat erwartet, da die Sonden sowohl vor als
auch nach erfolgter Reaktion eine dhnliche Affinitét fiir das
Templat aufweisen. Die Bildung des Stilbens leitet ein zweites
molekulares Erkennungsereignis ein: die Wechselwirkung
mit einem geeigneten Rezeptor. Basierend auf der Verfiig-
barkeit, der Wasserldslichkeit und der Einfachheit der
Handhabung wéhlten wir hierfiir a-Cyclodextrin. Die hy-
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drophobe Kavitit des a-Cyclodextrins stellt eine enge Bin-
dungstasche, welche die gebundene trans-Stilben-Einheit vor
chemischen und photochemischen Umsetzungen schiitzt.”
Dies resultiert in einer Intensivierung der Stilben-Emission
und trégt als ein zweites Mittel zur Signalverstidrkung bei.
Als Templat 3 wihlten wir ein Segment, das die bekannte
karzinogene G12V-Mutation des Ras-Gens umfasst. Zuerst
wurde die DNA-gesteuerte Wittig-Reaktion zwischen den
modifizierten Oligonukleotiden 1 und 2 iiber HPLC analy-
siert (Abbildung 1). Die Reaktion verlief in wéssrigem Puffer
bei pH 8.5 und 50°C glatt (Abbildung 1 a). Es entstanden drei
neue HPLC-Signale, deren Ursprung durch MALDI-TOF/
MS und Fluoreszenzanalyse aufgeklart wurde. Das trans-
Stilben 4a (E) und cis-Stilben 4a (Z) wurden annidhernd im
1:1-Verhéltnis zusammen mit dem Phosphinoxid 5a gebildet.
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Abbildung 1. HPLC-Analyse der Reaktion zwischen den Sonden 1 und
2 in Gegenwart und in Abwesenheit des Templats 3. Bedingungen:

a) 100 mm NaH,PO,/Na,HPO,, 100 mm NaCl, pH 8.5, 50°C, 5 um 1a,
2a und 3a (1 Aquiv., wenn zugegeben); b) unter optimierten Bedin-
gungen: 100 mm Natriumhydrogencarbonat, 1 m NaCl, pH 8.5, 60°C,
500 nm 1b, 2b und 3b (1 Aquiv., wenn zugegeben).

In Abwesenheit des Templats fand nahezu keine Reaktion
statt.

Die Verwendung verschiedener Template fiithrte nur zu
kleinen Unterschieden in den Reaktionsausbeuten, wenn
zwischen den beiden Doppelstrangsegmenten des ternédren
Komplexes Templat-1-2 null bis drei ungepaarte Templat-
basen vorlagen (Hintergrundinformationen, Schema S1). Die
DNA-gesteuerte Reaktion tolerierte eine Reihe von Reak-
tionsbedingungen (Tabellen S1-S3). Die Reaktion verlief bei
erhohter Temperatur schneller, sofern der 7\, des Sonden-
Templat-Komplexes nicht iiberschritten wurde. Deshalb ver-
langerten wir die Oligonukleotidsonden. Unter den opti-
mierten Bedingungen (Abbildung 1b) lieferte die templat-
gesteuerte Reaktion der Sonden 1b und 2b (7;=65°C und
64°C am Templat 3b) das Stilben 4b in 83 % Ausbeute nach
24 h. Der Hintergrund war gering; weniger als 0.8 % Produkt
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wurden in Abwesenheit des Templats nach 24 h gebildet.
Messungen nach kiirzeren Reaktionszeiten ergaben fast 50 %
bzw. 26 % Stilben 4b nach nur 2 h bzw. 30 min (Tabelle S3).
Erfreulicherweise stellten wir fest, dass die Reaktion den
katalytischen Umsatz am Templat unterstiitzte (Tabelle 1 und
Abbildung S1). Bei der Reaktion, in der 0.0002 Aquiv. des
Templats vorlagen, ergab die HPLC-Analyse eine Wechsel-

Tabelle 1: Fluoreszenzintensititen und Signalverstarkungen.

Eintrag Templat Umsatz- F.ILF FH Signal- Gesamte
(Aquiv.)  zahl ohne mit verstirkung Signal-
a-CD  0-CD durch a-CD verstirkung®

1 0.1 4 10.1 306 30 120

2 0.01 13 3.8 70 18 234

3 0.001 28 1.2 9.6 8 224

4 0.0002 84 1.0 4.2 4 336

5 0 - 088 2.7 3 3

[a] F.I.=Fluoreszenzintensitat aus Abbildung 2a und b bei 380 nm.
[b] Gesamte Signalverstiarkung =Umsatzzahl x Signalverstarkung durch
a-CD.

zahl von 84. Die 1.7% des gebildeten Stilbens iiberstiegen
dabei den Hintergrund um das Dreifache.

In einem nichsten Schritt verfolgten wir die Reaktion
mittels Fluoreszenzspektroskopie. Das durch die templat-
gesteuerte Reaktion gebildete Stilben-DNA-Konjugat 4
zeigte ein breites Emissionsspektrum, dessen Intensitéts-
maximum bei 4 =380 nm lag (Abbildung 2a). Die Zugabe
von 0.1 Aquiv. Templat fiihrte zur Bildung des Stilbens und
damit zu einem 12-fachen Anstieg des Fluoreszenzsignals bei
380 nm. Interssanterweise wurde auch in Gegenwart von nur
0.01 Aquiv. Templat eine gegeniiber dem Hintergrund vier-
fach verstiarkte Fluoreszenz beobachtet. Inspiriert durch das
Analyt-Rezeptor-Modell fiir die Signalverstirkung™*! unter-
suchten wir den Einfluss des a-Cyclodextrins (Abbildun-
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a 01 Aquiv. qur
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0.003 Aquiv. 3004 0.003 équiv.
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0.0002 Aquiv. 0.0002 Aquiv.
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Abbildung 2. Fluoreszenzspektren nach erfolgter templatgesteuerter
Wittig-Reaktion zwischen den Sonden 1b und 2b in Gegenwart unter-
schiedlicher Mengen des Templats 3b in a) Abwesenheit und b) Anwe-
senheit von 100 mm a-Cyclodextrin (nach 30 min Inkubation bei
25°C). F.I.=Fluoreszensintensitit. Bedingungen: 100 mm Natrium-
hydrogencarbonat, Tm NaCl, pH 8.5, 200 nm 1b, 500 nm 2b, 60°C fiir
24 h, A,,=330 nm. Einschub: vergréferte Ansicht.
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gen S2-S7). Dieses Wirtmolekiil ist in der Lage, das neu ge-
bildete Stilben einzuschlieBen. Hierdurch werden manche
Reaktionspfade, die zu einer Entvolkerung des angeregten
Zustands fithren (wie z. B. Photoisomerisierung), geschlossen,
was eine Intensivierung der Fluoreszenzintensitit nach sich
zieht.! So wurde durch die Zugabe von 100 mm o-Cyclo-
dextrin zu den in Gegenwart von 0.1 Aquiv. Templat gebil-
deten Reaktionsprodukten eine 30-fach verstiarkte Fluores-
zenz gegeniiber Messungen ohne a-Cyclodextrin erhalten
(vgl. Abbildung 2b und 2a, Eintrag 1 in Tabelle 1).”! Die In-
tensitdt war mehr als 100-fach hoher als der Hintergrund
(=Reaktion in Abwesenheit des Templats, Tabelle 1: vgl.
Eintrag 1 mit Eintrag 5). Fand die Reaktion in Gegenwart
von 0.01 Aquiv. Templat statt, ergab sich eine 26-fache Si-
gnalverstarkung (Tabelle 1: vgl. Eintrag 2 mit Eintrag 5). Im
Vergleich dazu lieferten zuvor berichtete templatgesteuerte
Staudinger-Reduktionen unter identischen Bedingungen
< 10-fache Fluoreszenzverstirkungen.“*!! Bemerkenswerter-
weise fiihrte die Reaktion in Gegenwart von 0.001 Aquiv.
Templat immer noch zu einer 3.5-fachen Verstdarkung der
Fluoreszenzintensitdt (Tabelle 1: vgl. Eintrag3 mit Ein-
trag 5). Dies ist ein MaB an Empfindlichkeit, iiber das in
templatgesteuerten Fluoreszenzaktivierungsverfahren noch
nicht berichtet wurde."” Unter den gewiihlten Bedingungen
wurde mit den eingesetzten Sonden die Nachweisgrenze bei
0.0002 Aquiv. (40 pm) Templat erreicht.

In Tabelle 1 sind die Gesamtverstarkungen aufgefiihrt, die
aus der Kombination zweier verschiedener Verstarkungs-
mechanismen resultieren. Einerseits ermoglicht die katalyti-
sche Wirksamkeit des Templats die Erzeugung vieler Signal-
molekiile (Stilbene) pro Templatmolekiil. Zum Beispiel lie-
fert die Transferreaktion in Gegenwart von 0.0002 Aquiv.
(40 pm) Templat die 84-fache Menge (ca. 3.4 nM) an Signal-
molekiilen. Dieser Verstiarkungsmechanismus wird bei hohen
Templat/Sonden-Verhéltnissen weniger ausschlaggebend,
denn 0.1 Aquiv. (20 nm) Templat fithren zu einer nur 4-fach
groBeren Menge (80 nMm) des Stilbens. Andererseits ist die
Verstdarkung, die durch die Zugabe des a-Cyclodextrins er-
reicht wird, bei hohen Templatmengen effektiver als bei
niedrigen. So wurde nach Zugabe von a-Cyclodextrin zu
einer Reaktion an 0.1 Aquiv. (20 nm) Templat eine 30-fache
Verstdarkung der Stilben-Emission gemessen. Demgegeniiber
wurden fiir Reaktionen an 0.0002 Aquiv. Templat nur 4-fache
Fluoreszenzanstiege erhalten. Dies ist plausibel, da eine
quantitative EinschlieBung des Stilbens bei abnehmenden
Konzentrationen des Templats und damit des gebildeten
Stilbens schwieriger wird. Diese Analyse ergibt zwei
Schlussfolgerungen: Erstens haben die beiden Verstarkungs-
mechanismen gegensétzliche Richtungen, und die resultie-
rende Signalverstiarkung in Bezug auf das theoretische Signal
ohne Verstiarkung/Turnover liegt unabhingig vom verwen-
deten Sonden/Templat-Verhiltnis im Bereich von 10°. Zwei-
tens sollte die Verwendung von Rezeptoren, die hohere Af-
finitdten zum gebildeten Stilben haben als a-Cyclodextrin
(K,<1x10°M7 1), noch groBere Signalverstirkungen er-
moglichen.!

Nachfolgend untersuchten wir die Sequenzspezifitdt und
analysierten Reaktionen an perfekt komplementdrer und
einzelbasenfehlpaarender DNA, welche einen Sequenzaus-
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schnitt um die karzinogene G12V-Mutation des Ras-Gens
umspannte. Es war die Absicht, die Mutante 3b, nicht aber
den Wildtyp 3¢ zu detektieren. Aus diesem Grund sind die
Substrate 1b/2b perfekt komplementér zu 3b und bilden eine
Einzelbasenfehlpaarung mit 3¢ aus. Die Reaktion erwies sich
als sequenzspezifisch. In Gegenwart des perfekt komple-
mentdren Templats 3b wurde ein stirkerer Fluoreszenz-
anstieg gemessen als in Anwesenheit des einzelbasenfehl-
paarenden Templats 3 ¢. ErwartungsgemaB fiihrten niedrigere
Templatmengen zu einer hoheren Sequenzsperzifitit (6-fach

b 1 Aquiv. 3b

100 1 Aquiv. 3¢

0.2 Aquiv. 3b

80 0.1 Aquiv. 3b

0.2 Aquiv. 3¢

| 0.01 Aquiv. 3b

60 0.1 Aquiv. 3¢

~ 0.01 Aquiv. 3¢
w 404
20

0== T T
360 390 420 450 480
A/ nm

Abbildung 3. Sequenzspezifitit der hintergrundbereinigten Fluoreszenz
gemessen nach der templatgesteuerten Wittig-Reaktion von 1b mit 2b
an perfekt komplementiarem Templat 3b oder einzelbasenfehlpaaren-
dem Templat 3 c bei unterschiedlichen Templatmengen. F.I.=Fluores-
zenzintensitat. Bedingungen: 200 nm 1b, 200 nm 2b, 100 mm Natrium-
hydrogencarbonat, 1m NaCl, pH 8.5, 65°C (60°C bei 0.01 Aquiv. Tem-
plat), 2 h Reaktionszeit, 30 min Inkubation mit 100 mm a-Cyclodextrin
bei 25°C.

bei 0.01 Aquiv. Templat und 2-fach bei 1 Aquiv. Templat;
Abbildung 3). Dies kann auf den hohen T\, der 15 nt langen
Oligonukleotide und das kleine Temperaturfenster, in dem
die Hybridisierung sequenzspezifisch erfolgt (1b-3b (perfekt
komplementir), Ty;=65°C; 1b-3¢ (einzelbasenfehlgepaart),
Ty =61°C, gemessen bei 1:1-Stochiometrie und 0.5 pm), zu-
riickgefiihrt werden. Die Verringerung der Oligonukleotid-
konzentrationen wird dieses Fenster zu niedrigeren Tempe-
raturen hin verschieben.

Von mehreren templatgesteuerten fluorogenen Reaktio-
nen wurde berichtet, dass diese auch in komplexen biologi-
schen Umgebungen ablaufen. So wurden betrichtliche An-
strengungen fiir die Detektion von RNA in Zellen unter-
nommen. Es ist unser langfristiges Ziel, eine chemische Me-
thode fiir die DNA-Detektion in biologischen Proben zu
entwickeln. Allerdings stellt die doppelstridngige Natur der
DNA eine enorme Herausforderung fiir die templatgesteu-
erte Chemie dar. Wir wihlten einen 81 Nukleotide langen
DNA-Strang als Templat und nutzten die asymmetrische
Polymerasekettenreaktion (PCR), um groBtenteils doppel-
stringige, aber auch eine kleine Menge einzelstrangiger DNA
zu produzieren (Abbildung $10)."¥) Nach nur 30 Zyklen
wurde das PCR-Gemisch mithilfe der templatgesteuerten
Wittig-Reaktion analysiert (Abbildung 4a). Die Reaktion
verlief trotz der Anwesenheit von Nukleotiden, Oligonukle-
otiden und Enzymen problemlos. Eine Reaktionszeit von 3 h
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Abbildung 4. Relative Fluoreszenzintensitit (R.F.I.) bei 380 nm, be-
stimmt nach erfolgter Reaktion der Sonden 1b und 2b in Gegenwart
von a) durch asymmetrische PCR hergestellten DNA-Templaten oder
b) 81 bp Doppelstrang-DNA-Templat. Bedingungen: a) 1. 30 Zyklen
(95°C fiir 10's; 58°C fiir 30's; 72°C fuir 20 s) in Gegenwart unter-
schiedlicher Templatmengen, 800 nm Vorwérts-Primer, 100 nm Riick-
wirts-Primer, Taq-DNA-Polymerase (1 u); 2. PCR-Produkt verdiinnt
(1:3, v/v) mit Puffer (100 mm Natriumhydrogencarbonat, 1 m NaCl,
pH 8.5), 200 nm 1b, 500 nm 2b, 60°C, 3 h; 3. 100 mm a-Cyclodextrin,
25°C, 30 min. b) 200 nm 1b, 200 nm 2b, 400 nm Vorwérts-Primer und
Riickwirts-Primer in Puffer, 81 bp Doppelstrang-DNA in unterschiedli-
chen Konzentrationen, 3 h Thermozyklierung (95°C fiir 10 s; 60°C fuir
50s).

reichte aus, um einen 100-fachen Fluoreszenzanstieg bei 2 pm
Startmenge an Templat (gegeniiber einer Kontrolle, die kein
Templat enthielt) zu erzielen. Die meisten anderen sequenz-
spezifischen Methoden, die in der PCR-Analyse zum Einsatz
kommen, liefern <10-fache Fluoreszenzanstiege. Bemer-
kenswert ist der immer noch 5-fache Signalanstieg bei 20 fm
Startmenge an Templat.

Unsere Resultate lassen darauf schlieBen, dass die DNA-
gesteuerte Wittig-Reaktion die Verwendung einer Vielzahl
an Puffern toleriert. Auch bei erhohten Temperaturen blieb
der Hintergrund gering. Diese Eigenschaften ermoglichen
Anwendungen, bei denen thermisches Denaturieren erfor-
derlich ist, um den Zugang zum Zielsegment zu gewdihrleis-
ten. Wir verwendeten den 81-meren DNA-Doppelstrang als
Templat™ und untersuchten, ob die templatgesteuerte
Wittig-Reaktion unter den Bedingungen der Thermozyklie-
rung ablduft. Wir gingen davon aus, dass die reaktiven DNA-
Sonden 1b und 2b an einzelstriangige Templatsegmente
binden wiirden, die im Zuge der Thermozyklierung zwischen
95°C (Denaturierung) und 60°C (Anlagerung—templat-
gesteuerte Wittig-Reaktion) temporir gebildeten wiirden.
Um die Riickbildung des DNA-Templat-Doppelstrangs zu
verlangsamen, wurde ein Uberschuss an Oligonukleotidpri-
mern zugegeben.' In der Tat lieferte die Reaktion, bei der
die DNA-Sonden mit 20 nmM (0.1 Aquiv.) dsDNA-Templat
unter Anwendung der Thermozyklierung (95 °C fiir 10 s, 60 °C
fiir 50 s) fiir 3 h inkubiert wurden, einen 2.2-fach hoheren
Fluoreszenzanstieg als die Reaktion in Abwesenheit des
Templats (Abbildung 4b). Dagegen blieb die Reaktion ohne
Thermozyklierung aus (Abbildung S11). Dies und eine Posi-
tivkontrolle, bei der Einzelstrangtemplat zusitzlich zugefiihrt
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wurde, deutet darauf hin, dass der Templatstrang quantitativ
hybridisiert vorlag. Wurden 4nm (0.02 Aquiv.) dsDNA-
Templat verwendet, konnte immer noch ein 50 %iger Anstieg
der Fluoreszenz registriert werden. Diese Resultate zeigen,
dass die DNA-gesteuerte Wittig-Reaktion zu den wenigen
fluorogenen chemischen Reaktionen gehort, die eine direkte
Analyse von doppelstringiger DNA gestatten.'”) Wir ver-
muten, dass diese Methode nicht auf eine Analyse purinrei-
cher oder AT-reicher Zielsequenzen beschriankt ist, welche
fiir Reaktionen erforderlich sind, die auf Triplexbildung be-
ruhen.

Das von uns entwickelte konsekutive Signalverstar-
kungssystem fiir die DNA-Detektion, das auf dem Aufbau
einer Doppelbindung mit anschlieBender molekularer Er-
kennung basiert, ist ein konzeptionell neuer Ansatz. Dieses
System stellt nach unserem Kenntnisstand die erste DNA-
kontrollierte Reaktion dar, bei der eine katalytische De-
novo-Synthese eines Fluoreszenzfarbstoffs gelingt. An
0.1 Aquiv. Templat konnten 10°-fache Fluoreszenzverstir-
kungen erzielt werden, was die in fluorogenen Reaktionen
iiblicherweise erzielten Signalverstirkungen iibersteigt.!'"
Die templatgesteuerte Wittig-Reaktion verlduft mit geringer
Hintergrundgeschwindigkeit und ermoglicht das Auslesen der
Fluoreszenzsignale binnen Minuten. Ein weiterer Vorteil liegt
in der Tolerierung von erhohten Temperaturen. Wir haben
gezeigt, dass dadurch Anwendungen, bei denen thermische
Denaturierung zur Entfaltung der Ziel-DNA notwendig ist,
erleichtert werden. Der von uns vorgestellte Reaktionsaufbau
diirfte nur eine von vielen Moglichkeiten darstellen, eine Si-
gnalverstiarkung in konsekutiven Reaktionen zu ermoglichen.
Wittig- und Horner-Reaktionen kénnen zum Aufbau vieler
anderer Fluorophore genutzt werden. Aulerdem konnte eine
Vielzahl anderer Rezeptoren (z. B. Cucurbiturile, Calixarene,
Antikorper) fiir die anschlieBende molekulare Erkennung
herangezogen werden. Potentielle Anwendungen konnen
auch auf andere Gebiete als die Nukleinsduredetektion ab-
zielen. So konnten templatgesteuerte Wittig-Reaktionen
einen katalytischen Umsatz in der DNA- oder RNA-codier-
ten Synthese von wirkstoffahnlichen Molekiilen erméoglichen.
In zukiinftigen Arbeiten werden wir die Bandbreite des An-
satzes erweitern und andere Aldehyde, Phosphorylide und
Rezeptoren untersuchen.
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