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Reaktionen an Nucleinsduretemplaten

Die Programmierbarkeit der Oligonucleotid- Erkennung bietet eine

gngewandte
Ch

Aus dem Inhalt

vielversprechende Plattform, um die Anordnung von Reaktanten zu

steuern. Sowohl bei der Bandbreite chemischer Umwandlungen als
auch beim funktionalen Ergebnis der Reaktion wurden kiirzlich er-

hebliche Fortschritte erzielt. Hier fassen wir diese jiingsten Fortschritte

zusammen und erliutern ihre Anwendungen, z. B. die Ubersetzung
von Oligonucleotid-Informationen in Funktionsmaterialien und neu-
artige Architekturen (leitende Polymere, Nanomuster, neuartige Oli-
gonucleotid-Kreuzungen) oder — mithilfe zelluldrer RNA — in fluo-

reszierende oder bioaktive Molekiile; zur Untersuchung von Sekun-

ddrstrukturen oder Oligonucleinsiuren; sowie in ein synthetisches

Oligomer.

1. Einleitung

Templat-gestiitzte chemische Reaktionen haben eine
lange Geschichte, die bis in die pribiotische Chemie zu-
riickreicht. Das Interesse am Ursprung des Lebens!! veran-
lasste Pioniere, wie Gilham™ und Orgel,[3] zu zeigen, dass ein
Oligonucleotid als Templat fiir die Ligation komplementirer
Strange mit aktivierten Phosphodiestern wirken konnte. Zu
weiteren grundlegenden Erfolgen bei Nucleinsdure-gestiitz-
ten Reaktionen gehoren der Nachweis, dass eine RNA-ge-
stiitzte Amidligation zwischen zwei Peptidnucleinsiure-
(PNA)-Striingen erreicht werden kann, die Ligation eines
3'-Phosphorothioats mit 5'-Tosylat,’! die Templat-gestiitzte
Bildung eines dynamischen Iminsurrogats der nativen Phos-
phodiesterbindung mit nachfolgendem irreversiblem Abfan-
gen durch Reduktion®” sowie der Nachweis, dass eine Pep-
tidacylkette eines Thioesters an 5'-Position eines Strangs auf
eine Aminogruppe an 3'-Position eines benachbarten Strangs
iibertragen werden kann.®’! Alle diese Beispiele nutzen das
hohe Maf} an Préorganisation, das sich bei Reaktionen ergibt,
die bei der Templatreaktion die Geometrie der nativen Bin-
dung beim Ankniipfen an den benachbarten Strang nachah-
men. Das 21. Jahrhundert markierte die Entwicklung neuer
Reaktionen an Nucleinsduretemplaten, die nicht mit der
Riickgratimitierung verwandt sind, und deren Fokus auf der
Verwendung des Templats liegt, um verschiedene Funktionen
— von der Synthese kleiner Molekiile bis hin zur Nuclein-
sdureerkennung und zu Nucleinsdure-basierten Anordnun-
gen — zu implementieren.

Die spezifische Bindung der Basenpaare bildet die
Grundlage genetischer Information. Dieses hoch program-
mierbare, supramolekulare System, ob auf Basis von DNA,
RNA oder ihren synthetischen Analoga, bietet eine geeignete
Plattform, um Anordnungen zu entwerfen, die dazu in der
Lage sind, die zugrunde liegenden, in Sequenzen verschliis-
selten Informationen in Strukturen, Molekiile und funktio-
nale Ergebnisse (beispielsweise Fluoreszenz, Bioaktivitit,
Bewegung und logische Operationen) zu iibersetzen. Auf
struktureller Ebene erwies sich die DNA als enorm vielseitige
Grundlage fiir den Bottom-up-Aufbau von Strukturen im
Nanometerbereich. So wurde die programmierbare und spe-
zifische Bindung zwischen DNA-Basenpaaren genutzt, um
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die Selbstorganisation von zwei- und dreidimensionalen Ob-
jekten zu steuern.”' Die Fihigkeit, Reaktionen durch
Templatfixierung zur Bildung neuartiger Strukturen zu
fithren, kann dabei besonders wichtig werden. Hinsichtlich
der Synthese kleiner Molekiile haben Liu et al. im Zusam-
menhang mit DNA-gestiitzten Synthesen (DTS) eine grofie
Bandbreite an Reaktionen beschrieben.'*!”) GroBe Auf-
merksamkeit galt Templatreaktionen zur RNA- und DNA-
Erkennung!'®™® angefangen von Ligationsreaktionen zwi-
schen zwei Stringen mit wechselwirkenden Farbstoffen bis
hin zu neueren Entwicklungen, die eine Transferreaktion
nutzen, um ein profluoreszierendes Molekiil in Gegenwart
eines katalytischen Templats umzuwandeln.
Templatreaktionen werden unter Bedingungen durchge-
fithrt, unter denen die spontane Reaktion nicht ablduft, bis
die reaktiven Gruppen durch ein Templat angeordnet sind,
wodurch die effektive Konzentration und damit die Reakti-
onsgeschwindigkeit erhoht werden. Wie Abbildung 1 zeigt,
konnen Nucleinsédure-gestiitzte Reaktionen allgemein in drei
Kategorien unterteilt werden: Interstrangvernetzung,
Strangligation und Transformation ohne Ligation. Diese
Klassifizierung spiegelt wichtige Unterschiede im Reakti-
onsverhalten wider: Bei der Interstrangvernetzung wird der
supramolekulare Komplex kovalent gebunden, was stochio-
metrische Mengen beider Partner erforderlich macht. Bei der
Strangligation werden die reaktiven Gruppen auf zwei kom-
plementiren Strdngen an einem Templat ausgerichtet, worauf
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Abbildung 1. Allgemeines Konzept einer Templatreaktion. Hybridisierung an ein Templat erhsht lokal die

effektive Molaritat der Substrate und beschleunigt somit die Reaktion.

die Ligation der Fragmente folgt, auch wenn der resultie-
rende Duplex noch dissoziieren kann. Das Produkt zeigt eine
hohere Affinitdt zum Templat als jedes der Ausgangsmate-
rialien, aber dennoch kann durch Strangablosung oder Tem-
peraturzyklen ein Turnover des Templats bei geringem
Umsatz erreicht werden. Bei der Transformation ohne Liga-
tion erfolgt schlieBlich eine Reaktion wegen der Nihe der
reaktiven Gruppen innerhalb der supramolekularen Anord-
nung, obschon keine Ligation stattfindet. Daher hat dieses
Reaktionsdesign das grofite Potenzial in Bezug auf den
Turnover und die Amplifizierung der Nucleinsdureinforma-
tionen. Die Reaktionen werden im Allgemeinen mit Kon-
zentrationen von 1-10 um oder weniger durchgefiihrt. Bei
diesen Konzentrationen sind bimolekulare Reaktionen nor-
malerweise vernachléssigbar. Die Reaktionsgeschwindigkeit
hingt ab vom Grad der Pridorganisation im System und der
innerhalb der supramolekularen Anordnung erreichten ef-
fektiven Konzentration; je nach Reaktion und Versuchsbe-
dingungen kann jedoch der Hybridisierungsschritt geschwin-
digkeitsbestimmend sein.!"”!

Das Ziel dieses Aufsatzes ist es, die neuesten Entwick-
lungen bei Nucleinsdure-gestiitzten Reaktionen zusammen-
zufassen, wobei der Schwerpunkt auf den chemischen Reak-
tionen und deren Anwendungen liegt. Die meisten In-vitro-

Nicolas Winssinger erhielt seinen BS von der
Tufts University (USA), bevor er fiir seine
Promotion zu K. C. Nicolaou an das Scripps
Research Institute wechselte. Er blieb dort
als Postdoktorand in der Gruppe von P. G.
Schultz. 2002 begann er seine eigenstindige
Karriere am Institut de Science et Ingénierie
Supramoléculaires der Université de Stras-
bourg (friiher Université Louis Pasteur) und
erhielt spiiter einen Ruf an das Institut Uni-
versitaire de France (IUF). 2012 ging er an
die Universitit Genf, wo er gegenwiirtig Pro-
fessor fiir organische Chemie ist. Ein Schwer-
punkt seiner Forschung ist die Verwendung von Oligonucleotiden zur Kodie-
rung von Molekiilen und zur Programmierung riumlicher Organisation
und Reaktionen.

www.angewandte.de

IRONRIN.
AR

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

N. Winssinger und K. Gorska

Methoden wurden mit synthe-
tischer DNA unter Verwendung
von DNA- oder PNA-Sonden™”

entwickelt. Wegen der ver-
gleichbaren Duplex-Stabilitéit
zwischen DNA:DNA  und

DNA:RNA oder PNA:DNA
und PNA:RNA verlaufen Tem-
platreaktionen mit RNA-Vor-
lagen &hnlich gut. Etliche Re-
aktionen wurden nun mit zellu-
larer RNA als Templat durch-
gefiihrt.

40

2. Interstrangvernetzung

Bei der Interstrangvernet-

zung wird eine kovalente Bin-

dung zwischen komplementidren Stridngen gebildet. Frithe
Anwendungen nutzten solche Vernetzungsreaktionen, um
RNA-Konformation und -Bindung zu untersuchen. Mit
einem Phenylazid wurde eine Photovernetzung iiber ein
kurzlebiges und unselektives Nitrenelektrophil erreicht, das
mit benachbarten Nucleobasen reagierte.”??) Neuere Ar-
beiten konzentrierten sich auf selektivere Reaktionen, um
komplementire Stringe chemoselektiv zu verkniipfen. Wie in
Abbildung 2 gezeigt, kann dieses kovalente Einfangen ent-
weder reversibel oder irreversibel ablaufen und durch zwei
verschiedene externe Stimuli, Licht und Oxidation, ausgelost
werden. Fujimoto et al. verwendeten die Photovernetzung
zwischen aneinandergelagerten DNA-Stréngen ausgiebig zur
Genotypisierung  von  Einzelnucleotid-Polymorphismen
(single nucleotide polymorphisms, SNPs). Thre erste Strategie
zur Interstrangphotovernetzung fiihrte iiber eine [242]-Cy-
cloaddition zwischen einem p-Carbamoylvinylphenol-Nuc-
leosid (angeregt durch Licht von 366 nm) und einem Ade-
nosinrest auf dem komplementédren Strang zur irreversiblen
Verbindung beider Stringe (Abbildung2.1).®! Mit einer
Fingersonde, die das verdnderte Nucleosid enthielt und auf
der Oberfldche eines Objekttrégers fixiert war, konnte der
Analytstrang (mit Biotin markiert) auf der Oberflédche fest-
gehalten werden. Unter Verwendung von Oligonucleotidse-
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1. Photovernetzung tber [2+2]-Cycloaddition
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peratur (45°C) wurde fiir einen perfekten Match-
Fall eine 24-214-fach hohere Selektivitét als beim
Mismatch-Fall bei >20% Gesamtumsatz erzielt.
Eine Reaktionsfithrung bei niedrigerer Temperatur
ergab einen hoheren Umsatz, beeintrichtigte
jedoch die Selektivitdt. Die fiir die Mismatch-Er-
kennung validierten Bedingungen wurden an-
schlieBend zur Detektion von SNPs in Plasmid-
DNA ceingesetzt. Mit Biotin-markierter DNA
konnte das chemisch vernetzte Produkt auf einer
Mikroplatte mithilfe enzymatischer Amplifizierung
mit einem Empfindlichkeitsgrenzwert von 250 fmol
nachgewiesen werden. Das gleiche Verfahren war
geeignet, um zwei Stréange innerhalb einer Triplex-
DNA zu vernetzen.”” Diese [2,3]-Selenoxidumla-
gerung wurde spiter bei der katalytischen Photo-

NH aktivierung an Templaten zur Bildung von Singu-

lettsauerstoff ('O,) als Oxidationsmittel eingesetzt
(siche Abbildung 11.12 in Abschnitt 4.4).

Abbildung 2. Templat-gestiitzte Interstrangvernetzung.

quenzen, die von H-Ras und dessen onkogenen Mutanten
abstammen, zeigten die Autoren, dass die Kinetik der Re-
aktion stark von einem perfekt passenden Duplex aus im-
mobilisiertem Strang und Analyt abhing. Die Reaktionen mit
perfekt angepasstem Duplex erreichten bei 45-miniitiger
Bestrahlung einen Umsatz von 50 %, wogegen die Einfiih-
rung einer Punktmutation in den Duplex den Umsatz groB3-
tenteils oder génzlich verhinderte. Aus diagnostischer und
analytischer Sicht iibertraf die mit der Vernetzung erreichte
Spezifitit diejenige einfacher Hybridisierungsverfahren.
Dieselbe Arbeitsgruppe beschrieb ein alternatives System,
mit dem eine komplementidre Ziel-RNA reversibel photo-
vernetzt wurde (Abbildung 2.2).?*%! Ein 3-Cyanvinylcarba-
zol-Nucleotid-Surrogat (Abbildung 2.2) reagierte mit Pyr-
imidinen des komplementiren Strangs unter Bestrahlung bei
366 nm, wihrend die Retro-Cycloaddition bei Bestrahlung
mit 312-nm-Licht ablief. Diese Methode ist geeignet, um aus
einer komplexen Mischung hoch spezifisch eine Ziel-micro-
RNA (miRNA) auf einer Polymerkugel zu fangen und spiter
mithilfe einer Retro-Cycloaddition wieder freizusetzen.!
Peng und Greenberg entwickelten eine alternative Vernet-
zungsstrategie (Abbildung 2.3) unter Verwendung eines
Phenylselenderivats von Thymidin. Nach milder oxidativer
Umsetzung mit NalO, lieferte das Phenylselenoxid iiber eine
[2,3]-sigmatrope Umlagerung ein starkes Elektrophil, das mit
einer Adenosin-Nucleobase des komplementdren Strangs
reagieren konnte.’! Die durch Vernetzung von 16 Nucle-
otidsonden mit ihren Zielen erreichte Sequenzspezifitit
wurde an einem Modell, das auf dem Exon 7 des p53-Gens
basiert, getestet; in Krebszellen wird héufig ein G—A-
Wechsel im Codon 248 dieses Exons beobachtet. Reaktionen
mit perfekten Match- und Mismatch-Templaten (mit Muta-
tionen, die zwei Basen von der erwarteten Vernetzungsstelle
entfernt sind) wurden mithilfe von Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese (PAGE) analysiert. Bei optimaler Reaktionstem-
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3. Templat-gestiitzte Strangligation

Die Templat-gestiitzte Strangligation war die
erste Reaktion mit Nucleinsduren als Templat, die wegen
ihrer Bedeutung fiir den Ursprung des Lebens Aufmerk-
samkeit erhielt; diese Reaktion stand im Mittelpunkt der
grundlegenden Publikationen, die in der Einleitung bespro-
chen wurden. Einige Reaktionen mit unterschiedlichen
Graden an Orthogonalitit, Biokompatibilitdt und Effizienz
erweisen sich heute als zweckdienlich.

3.1. Photoligationen

Die Verwendung der Photoligation steht fiir eine natur-
gemife Wahl in der Ligationschemie, da ultraviolettes (UV-
)Licht die [2+2]-Cycloaddition zwischen Pyrimidinen fordern
kann. Allerdings schiddigen die kurze Wellenldnge (> 260 nm)
und die benotigte hohe Intensitdt die Nucleinsduren und
verringern die Brauchbarkeit dieser Reaktion fiir Templat-
gestiitzte Prozesse. Taylor und Liu ersetzten ein Thymidin am
Ende eines DNA-Fragmentes durch ein Thiothymidin und
verwendeten 366-nm-Licht, um eine Photoreaktion von
Thiothymidin mit einem T auf dem benachbarten Fragment
zu begiinstigen. Fujimoto et al. bereiteten den Weg fiir die
Verwendung von 5-Vinyldesoxyuridin zur photoreversiblen
Ligation mit einem benachbarten Pyrimidin-terminierten
Strang, die iiber eine [242]-Photoaddition erfolgt.””! Die
Verwendung von 5-Carboxyvinyldesoxyuridin  (Abbil-
dung 3.1) verbesserte das Reaktionsverhalten (senkte die
Reaktionsdauer von 6 h im Fall von 5-Vinyldesoxyuridin auf
15 min) und zeigte eine bemerkenswerte Selektivitat fiir ein
Einzelnucleotid-Mismatch im Templat (10°-fach erhoht).
Dieses System erwies sich fiir Ziel-DNAP*¥ wie auch
-RNAP als geeignet, und das Reaktionsverhalten blieb auch
bei Verwendung von genomischer DNA anstelle eines syn-
thetischen Templats erhalten.™ Diese Templatreaktion
wurde auch im Microarray-Format durchgefiihrt; dabei
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Abbildung 3. Templat-gestiitzte Photoligation.
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steuerte eine Analyt-Nucleinsdure als Templat die Reaktion
zwischen dem Oberflichen-fixierten Strang und den ver-
schiedenen Carboxyvinylstrangen, die mit spektral aufgelos-
ten Fluorophoren (den Cyaninfarbstoffen Cy3 und Cy5)
markiert waren.” Kiirzlich wurde die Reaktion verwendet,
um mehrere Fragmente mit Uberhingen entlang eines
Templats zu verbinden und so eine Kammarchitektur zu ge-
nerieren.” Eine weitere Verbesserung wurde durch einen
kovalent an Vinyldesoxyuridin gebundenen Sensibilisator
erreicht, der die Spaltung der Oligonucleotide verminderte
und das System bei Bestrahlung mit 366-nm-Licht reversibel
machte.® Jyo et al. schlugen eine alternative Methode fiir die
Photoligation von Oligodesoxynucleotiden an einem Templat
durch Photodimerisierung angehidngter Anthracenmarker
vor (Abbildung 3.2). Bei der Durchfiihrung mit einem perfekt
passenden DNA-Strang als Templat und der optimalen An-
thracengeometrie erreichte diese Reaktion innerhalb von
Minuten einen hohen Umsatz.”” Dieses System erwies sich
auch als niitzlich fiir die SNP-Erkennung. Zudem ist die Re-
aktion kompatibel mit Temperaturzyklen, und nach zehn
Durchldufen konnte eine anndhernd fiinffache Signalver-
stirkung erzielt werden. Eine griindliche Untersuchung der
Templat-gestiitzten Photoligation zeigte, dass die Ausbeute
der Ligation stark von der Mismatch-Position beeinflusst
wurde, was vermuten ldsst, dass die lokale Struktur sehr
wichtig fiir das Reaktionsverhalten ist.*

3.2. Azid-Alkin-Cycloaddition (,Klick-Reaktion“)

Der Erfolg der Kupfer-katalysierten Azid-Alkin-Cyclo-
addition (CuAAC) in vielen Bereichen™? hat einige Ar-
beitsgruppen dazu veranlasst, diese Reaktion im Kontext von
Templatreaktionen zu untersuchen. Da das bei einer CuAAC
entstehende Triazol ein Isoster der nativen Amidbindung in
PNAs ist, wurde untersucht, inwieweit mit dieser Reaktion
zwei PNA-Fragmente verbunden werden kénnen, um eine
Surrogat-PNA-Verkniipfung herzustellen (Abbildung 4.1).1!
Es wurde gefunden, dass die Klick-Verkniipfung 1 ein Oligo-
mer mit vergleichbarer Affinitdt und Spezifitit zu einer un-
modifizierten PNA ergab, wihrend der Klick-Linker 2 ein
Oligomer mit verminderter Affinitét lieferte. Die Reaktion
lief in DNA-gestiitzter Weise mit guter Sequenzspezifitét ab.
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Abbildung 4. Templat-gestiitzte Alkin-Azid-Cycloaddition. 1-3 zeigen
Reaktionsprodukte aus verschiedenen Templat-gestiitzten Alkin-Azid-
Reaktionen.

Dieselbe Reaktion wurde genutzt, um PNA- und DNA-
Fragmente iiber einen ldngeren Linker, der eine abasische
Stelle auf dem komplementiren Strang iiberbriickte, zu ver-
binden (Abbildung 4.2).* Durch Einbau eines Alkins an
einem Ende und eines Azids am anderen kann diese Strategie
zu verldngerten PNA-Oligomeren ohne cyclische Nebenpro-
dukte fithren. Eine Beschrinkung der CuAAC besteht darin,
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dass der Katalysator (Kupfer) reaktive Sauerstoffspezies ge-
neriert, die Nucleinsdureoxidationen zur Folge haben. Zudem
konnen die verbleibenden Kupferspuren fiir nachfolgende
Anwendungen, wie die Produktion von Nanobauteilen oder
biologische Anwendungen, problematisch sein. Daher wurde
eine metallfreie Version der Reaktion, die durch die Span-
nung eines Cycloalkinsubstrats™! gefordert wird, an Tem-
platbedingungen! angepasst und bietet eine interessante
Alternative (Abbildung 4.3), auch wenn die gebildete Ver-
kniipfung signifikant sperriger ist, was die resultierende Nu-
cleinsédurestruktur beeinflussen kann.

Wegen ihrer Robustheit wird die CuAAC-Ligation zur
Nucleinsdure-Erkennung sowie zum kovalenten Abfangen
von Nucleinsiure-basierten Aggregaten verwendet.*”! Jentz-
sch und Mokhir beschrieben einen Naphthalinimid-Alkin-
Profluorophor, der nach Umsetzung zum Triazol aktiviert

1. fluorogene Azid-Alkin-Reaktion
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4. kovalentes Abfangen eines heterodimeren G-Quadruplexes
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Abbildung 5. Anwendung einer Templat-gestiitzten CUAAC. PAMAM = Poly (amidoamin)-Dendri-

mer (4. Generation).
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wird (Abbildung 5.1). Unter Verwendung von DNA-Frag-
menten, die mit dem Alkin-Profluorophor und einem Azid an
den 3'- bzw. 5-Enden derivatisiert waren, lief die Reaktion
sequenzspezifisch in Templat-gestiitzter Weise bei geringen
Templatkonzentrationen von 20 nM ab.*¥ Ein Uberschuss an
Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin-Ligand half, den
Kupfer-induzierten Abbau der Reaktanten zu verhindern,
storte jedoch die Fluoreszenzdetektion. Verléssliche Ergeb-
nisse wurden nach thermischer Denaturierung oder Entfer-
nung des Kupfers mit Natriumsulfid erhalten.

Der Aufbau komplexer Nanostrukturen wiirde von
Strukturelementen profitieren, die an der Verbindungsstelle
Topologien ermoglichen, die iiber die einfache Ligation
zweier linearer Elemente hinausgehen. Eine Drei-Wege-
Kreuzung ist das einfachste Beispiel eines Verzweigungsele-
mentes. Gothelf etal. zeigten, dass ein solcher Verzwei-
gungspunkt zwischen einem DNA-
Fragment mit zwei Alkintermini und
zwei anderen DNA-Fragmenten, die
Azide enthalten, erhalten werden kann
(Abbildung 5.2). Die benétigte ternire
Anordnung wurde durch einen starken
Triplex-DNA-Binder (Naphthylchino-
lin) induziert und férderte die doppelte
CuAAC™!  Ohne  Triplex-DNA-
Binder erfolgte die Ligation streng
zwischen den komplementiren Strén-
gen. Die Bildung von Catenanstruktu-
ren mit mehrfach verflochtenen
Stringen wurde ebenfalls mit einer
Templat-gestiitzten Alkin-Azid-Cyclo-
addition erreicht. Der Aufbau einer
sechsfach  verflochtenen = Doppel-
strangstruktur (Pseudohexagon) mit
4 nm Lénge wurde unter Verwendung
der zirkuldren Oligonucleotid-gestiitz-
ten Ligation mehrerer difunktionaler
Sonden demonstriert (Abbil-
dung 5.2).5%

Die DNA-gestiitzte Anordnung
mit anschlieBender kovalenter Ligati-
on komplexerer funktionaler Elemen-
te wurde ebenfalls beschrieben. Got-
helfs Gruppe nutzte DNA-gestiitzte
Klick-Chemie zur Herstellung organi-
sierter Strukturen von PAMAM-Den-
drimeren (Abbildung 5.3). DNA-
markierte und mit Aziden und Alkinen
funktionalisierte Dendrimere wurden
auf verschiedenen DNA-Templaten,
einschlieflich DNA-Origami, ange-
ordnet und anschlieBend iiber CUAAC

S

S

G4-PAMAM-Dendrimer

Klick vernetzt. Die  DNA-kontrollierte
Selbstorganisation alternierender
Azid- und Alkindendrimere erwies

sich als schnell und zuverldssig und
sollte zur Produktion von Mustern im
Nanobereich niitzlich sein.
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Templat-gestiitzte CuAAC-Reaktionen wurden von Ko-
miyama et al. verwendet, um G-Quadruplexstrukturen zu
untersuchen und Informationen iiber die verschiedenen ver-
fiigbaren Topologien zu erhalten. Dazu wurden Sequenzen,
die entweder ein Alkin oder ein Azid enthalten, unter ver-
schiedenen Bedingungen angeordnet und mithilfe von Kup-
ferkatalysatoren umgesetzt, um ihre rdumliche Nihe zu son-
dieren und Informationen iiber ihre Anordnung zu erlangen
(Abbildung 5.4). Dieser Ansatz fiihrte zur Entdeckung, dass
die DNA-RNA-Hybrid-Quadruplexstrukturen, die fiir
humane telomere DNA- und RNA-Sequenzen vermutet
wurden, tatsichlich moglich sind.

3.3. Nucleophile Substitutionen, Kondensationen und
Cycloadditionen

Templat-gestiitzte nucleophile Substitutionen und Kon-
densationen waren wegen ihrer moglichen Bedeutung fiir die
prabiotische Chemie unter den ersten erforschten Templat-
reaktionen; sie wiirden fiir die enzymfreie Vervielfaltigung
des genetischen Materials benoétigt. Die in der Einleitung
erwihnten Pionierarbeiten regten die erste Anwendung der
Templat-gestiitzten Ligation zur Nucleinsdure-Erkennung an.
Kool et al. verwendeten eine Phosphorothioat-lodid-Kombi-
nation (Abbildung 6.1), um zwei Strange zu verbinden, die
mit Fluorophoren derivatisiert waren, die einen Forster-Re-
sonanzenergietransfer (FRET) nach Ligation der DNA-
Fragmente ermoglichten.® Kool et al. berichteten spiter,
dass die Reaktion durch Verwendung von nucleophilerem
Phosphorodithioat und Phosphorotrithioat gegeniiber der
urspriinglichen Reaktion mit Phosphoromonothioat-Nucleo-
philen beschleunigt werden kann, wodurch sich die Detekti-
onszeit fiir ribosomale RNA in Bakterien verringert (20 min
gegeniiber 1-2 h).P!

Czlapinski und Sheppard demonstrierten eine effiziente
Metallosalensynthese an Nucleinsduretemplaten, indem sie
DNA-Fragmente, die mit 2-Salicylaldehyden funktionalisiert
waren, in Gegenwart von Ethylendiamin und Ni*" oder Mn**
umsetzten (Abbildung 6.2).°! Diese bahnbrechende Reakti-
on wurde im Anschluss verwendet, um konjugierte Struktu-
ren zu synthetisieren (sieche Abbildung 7 in Abschnitt 3.4).°!

Seitz et al. entwickelten eine leistungsfdhige Methode, um
PNA-Fragmente mithilfe nativer chemischer Ligation”*
(NCL) Templat-gestiitzt zu verbinden (Abbildung 6.3).5”
Vermutlich erfolgen dabei eine rasche und reversible Thio-
umesterung und eine anschlieBende, irreversible S- zu N-
Acylverschiebung zwischen den beiden PNA-Fragmenten,
von denen eines einen Cysteinrest am N-Terminus und das
andere einen Glycinthioester am C-Terminus triagt. Die neu
gebildete Peptidbindung weist eine Bindungsgeometrie auf,
die zu einer abasischen Stelle auf der Matrize passt. Die
Reaktion verlief schnell (55% Umsatz in 22 min) sowie mit
Einzelnucleotid-Auflésung und konnte direkt mit doppel-
stringiger DNA (dsDNA) in Gegenwart zusétzlicher PNA-
Fragmente, die die Wiederanlagerung der dsDNA-Matrize
blockierten, durchgefiihrt werden. Die Reaktionsspezifitét
wurde beeintriachtigt, wenn die PNA-Fragmente in direkter
Nachbarschaft an das Templat hybridisiert wurden, lief aber
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bei optimaler Anordnung mit vergleichbarer Effizienz ab wie
eine enzymatische Ligation.” Eine Weiterentwicklung dieses
Systems war die Verwendung von Isocystein anstelle von
Cystein am N-Terminus der PNA bei der Ligation. Das Pro-
dukt hatte eine ungiinstigere Bindungsgeometrie, was den
Templat-Turnover im Vergleich zum Produkt der Cysteinli-
gation vereinfachte (ein mehr als vierfach hoherer Turnover
wurde erzielt), ohne dabei die Reaktionsspezifitit zu beein-
trachtigen. Zur Erleichterung der Analyse des Ligationspro-
dukts wurden die beiden PNA-Fragmente mit Fluorophoren,
die ein FRET-Signal ergeben, markiert.”! Beeindruckender-
weise wurde zwischen dem perfekt angepassten sowie dem
Mismatch-haltigen Templat ein mehr als 100-facher Selekti-
vititsunterschied beobachtet.[*"]

Auch wenn die iiblicherweise nahezu neutralen Bedin-
gungen bei Templat-gestiitzten Hybridisierungsreaktionen
ungiinstig fiir Aldolkondensationen sind, gelang es Huang
und Coull, in Gegenwart eines Diaminkatalysators den
Farbstoff Hemicyanin aus zwei p-Aminobenzaldehyd- und
Indolinium-derivatisierten DNA-Fragmenten zu bilden (Ab-
bildung 6.4).”1 Diese Reaktion ist besonders reizvoll, da
keines der Ausgangsmaterialien fluoreszierende Eigenschaf-
ten hat, wihrend das Produkt hochfluoreszierend ist. Deshalb
kann die Templatreaktion in Echtzeit durch Fluoreszenz-
iiberwachung verfolgt werden, was die Gegenwart eines ge-
gebenen Nucleinsduretemplats anzeigen kann. Die Verwen-
dung eines Katalysators mit zwei Aminen war wichtig, um
eine schnelle Reaktion zu erhalten, was darauf schlieBen lésst,
dass sowohl der Iminium-, als auch der Basenkatalysator an
der Reaktion beteiligt sind. Mit 10 mm Katalysator und je-
weils 200 nm Matrize und Sonde wurden binnen 2 h Umsiétze
von 25-50% erzielt. Die Reaktion erwies sich als serum-
kompatibel und konnte daher niitzlich fiir die Diagnostik
sein. In einem konzeptionell verwandten Ansatz beschrieben
Ladame et al. eine dhnliche Strategie, um aus einem PNA-
Fragment, das mit einem nichtfluorogenen Aldehyd und
einem Enamin derivatisiert war, einen Cyaninfarbstoff zu
gewinnen (Abbildung 6.5). Ein wichtiger Unterschied ist,
dass diese Reaktion keinen externen Katalysator benotigt,
um die Aldolisierung/Kondensation zu vermitteln. Die Re-
aktion wurde an einem parallelstringigen G-Quadruplex-
DNA-Templat in sequenz- und strukturspezifischer Weise
durchgefiihrt (dieselbe DNA-Matrize konnte die Reaktion
ohne G-Quadruplex-Induktion nicht vermitteln).” Die
Verwendung verschiedener Indolinderivate ergab Cyanin-
farbstoffe mit spektral aufgeloster Fluoreszenz.

Liu et al. demonstrierten, dass DMTMM (siche Abbil-
dung 6.6 fiir die Struktur) fiir die DNA-vermittelte Amid-
bildung bei DTS-Reaktionen verwendet werden kann."
Kiirzlich nutzten Seeman, Canary etal. diese Reaktion, um
DNA-Fragmente effizient zu verbinden (>95% Ausbeute),
die angehingt an die 2’-Position einer Ribose eine Amino-
gruppe und eine Saurefunktion tragen (Abbildung 6.6). Bei
Raumtemperatur verlief die Reaktion mit gleicher Effizienz
fiir den Fall benachbarter DNA-Fragmenten wie fiir denje-
nigen von Fragmenten, die durch drei Nucleotide getrennt
waren. Bei 4°C jedoch war die Ligation auf benachbart hy-
bridisierte DNA-Fragmente beschrinkt. Bemerkenswert ist,
dass bei einer solchen Verbriickungsstrategie nicht die ter-
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6. Templat-gestiitzte Amidligation zwischen 2’-Substituemen an der Ribose
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Abbildung 6. Templat-gestiitzte Ligation lber nucleophile Substitution, Kondensation, Cycloaddition und Kreuzkupplung.

minalen 3'- und 5'-Positionen beteiligt sind, sodass diese fiir
weitere Modifizierungen verfiigbar sind, die fiir den Aufbau
komplexerer Verzweigungen und damit fiir die Bildung von
Nanostrukturen notig sein konnten.

Alle bisherigen Ligationsreaktionen beruhten auf irre-
versiblen Umwandlungen. Smietana, Vasseur et al. beschrie-
ben allerdings ein alternatives System, das eine kovalente,
aber dennoch hoch reversible Templatreaktion ermoglichte.
Dies gelang durch Austausch der endstdndigen Phosphat-
gruppe an der 5'-Position gegen Boronsdure, die mit angren-
zenden Nucleinsdurefragmenten mit einer Ribose am 3'-Ende
Boronsdureester bilden kann (Abbildung 6.7). Das Gleich-
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gewicht dieser Reaktion konnte durch Temperatur- und pH-
Veranderungen verschoben werden. Ein hoherer pH-Wert
fiihrte zur Bildung einer Hydroxyboronatbindung (Rehybri-
disierung des Bors von sp2 zu sp3) mit hoherer Duplexsta-
bilitiit als der entsprechende Boronsiureester.!™! Ein #hnli-
cher Effekt wurde in Gegenwart von Cyaniden beobachtet.
Das ligierte System war unempfindlich gegen einen grofien
Uberschuss an externem Diol (Fructose). Die Reaktivitt der
Borbindungen innerhalb von Nucleinsdurestringen gegen-
tiber externen Stimuli kann fiir die Entwicklung biologisch
relevanter dynamischer Systeme niitzlich sein.!
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Die Diels-Alder-Reaktion von Furan mit
Maleimid ist wegen ihrer Orthogonalitit zur in
Nucleinséuren vorhandenen Funktionalitdt und
wegen ihrer Effizienz fiir die Ligation von DNA-
Fragmenten interessant. Brown et al. beschrie-
ben eine duflerst schnelle und effiziente Tem-
plat-vermittelte Ligation von Oligonucleotiden,
die mit diesen beiden Einheiten derivatisiert
waren (Abbildung 6.8). Diese Methode ermog-
lichte es, drei Oligonucleotide auf kontrollierte
Weise gleichzeitig zu verbinden; die Reaktion
lief binnen 1 min bei Raumtemperatur ab, wih-
rend nicht-Templat-gestiitzte Reaktionen lang-
sam und unvollstindig waren.[*”

Liu etal. zeigten, dass die Palladium-kata-
lysierte Kreuzkupplung DNA-gestiitzt durchge-
fithrt werden kann.® Vor kurzem beschrieben
Herrmann et al. eine Anwendung dieser Reak-
tion, um Iod-Bor-Dipyrromethen-Fluorophore
durch eine Heck-Reaktion zu modifizieren, was
zu einer hoheren Fluoreszenz-Quantenausbeute
fir das Produkt der Heck-Kupplung fiihrte
(Abbildung 6.9).%

Herrmann et al. demonstrierten auch, dass
eine DNA-Matrize verwendet werden kann, um
Phosphangruppen auszurichten und so die Bil-
dung eines katalytisch aktiven Palladiumkom-
plexes zu steuern (Abbildung 6.10)."" Die Templat-gestiitzte
Bildung des Katalysators wurde durch Desiodierung von
profluoreszierendem Iod-Bodipy bestétigt. Beeindruckend-
erweise konnte der Katalysator beinahe 1000 Aquivalente
des Profluorophors umwandeln und somit eine sehr grof3e
Signalverstdrkung erzielen.

3.4. Anwendung der Templat-gestiitzten Ligation

Obwohl die besprochenen Kondensationsreaktionen of-
fensichtlich eine effiziente Ergidnzung fiir DNA-basierte Na-
noanordnungen sowie fiir die Ubersetzung von Nucleinsiure-
Informationen in definierte Materialien sind, haben sich die
meisten Beitrdge bisher auf die methodischen Aspekte der
Templatreaktionen konzentriert. Gothelf et al. beschrieben
hochinteressante Anwendungen der Metallosalenkondensa-
tion (Abbildung 6.2). Sie demonstrierten z.B., dass sich mo-
lekulare Module, die ein bis drei Salicylaldehydeinheiten mit
Oligonucleotidmarker enthalten, durch Hybridisierung
selbstorganisieren und durch Diamin- und Mn"-Addition
kovalent verkniipft werden kénnen, wodurch der Bottom-up-
Aufbau vorab festgelegter Nanomatrizen moglich ist.”®! Mit
dieser Methode wurden kiirzlich Nanostdbchen-Fragmente
nach Anleitung eines DNA-Templats verbunden (Abbil-
dung 7). Wegen der Programmierbarkeit sowie des groBen
Interesses an modularen, monodispersen makromolekularen
Strukturen ist dieser Ansatz vielversprechend fiir die Nano-
wissenschaften.

Verdréingungsreaktionen waren auch die ersten nichten-
zymatischen Reaktionen, die fiir die Nucleinsdure-Erken-
nung verwendet wurden. Kool et al. nutzten Templat-ver-
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Abbildung 7. Templat-gestiitzte Synthese von leitfihigen Polymeren iiber Metallosalen-
kondensation.

mittelte Phosphorothioat-lodid-Ligationen zur Detektion
und Identifizierung von RNA- und DNA-Sequenzen. Das
System der ersten Generation, das durch die Arbeit von
Lestinger et al.”) angeregt wurde, beruhte auf einem hohen
Grad an Préorganisation fiir die Herstellung eines -OP-
(0,7)S-Surrogats der nativen Phosphodiesterbindung.’ Die
Kombination der Ligationsspezifitit mit der Hybridisie-
rungsspezifitdt des ligierten Produkts ergab eine starke Dis-
kriminierung von Mutationen in der Templatsequenz (> 10*
fach). Im Unterschied zur enzymatischen Ligation war die
Ligation gleichermaf3en produktiv mit DNA- und RNA-
Templaten. Durch Verwendung verschiedener Fluorophore,
die auf den entsprechenden Ligationsfragmenten ein FRET-
Signal ergeben, konnte die Reaktion iiber die Fluoreszenz
beobachtet werden. Die zweite Generation dieser Technik
fuBte auf einer modifizierten Abgangsgruppe: Ein Tosylat-
surrogat mit Dabsylgruppe loschte die Fluoreszenz eines be-
nachbarten Fluorophors. Durch nucleophile Ligation wurde
der Quencher entfernt, und das Produkt wurde fluoreszie-
rend.”! Dieses gequenchte Autoligations(QUAL)-Sonden-
system wurde fiir den direkten, sequenzspezifischen Nach-
weis von RNA in Bakterien und ganzen Zellen einge-
setzt,*™ was die Detektion von ribosomalen Sequenzen und
B-Aktin-mRNA in eukaryotischen Zellen ermoglichtel™!
(Sonden wurden durch porenbildende Streptolysin-O-Pep-
tide eingefiihrt). Weiterhin gelang durch Detektion mithilfe
von Zwei-Farben-Fluoreszenzmikroskopie eine schnelle
Diskriminierung von Paaren dhnlicher Bakterienstdmme,
deren rRNA sich in einem einzelnen Nucleotid unter-
schied.” Ein modifiziertes System beruhte auf zwei Quen-
cherresten pro Fluorophor-markierte DNA-Sonde (Abbil-
dung 8).”"™ Als Ergebnis waren in diesem Doppelverdrin-
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Abbildung 8. Sandwich-gequenchte Autoligation (QUAL) (FI=Fluorescein); die Ligation

verdréingt die Quenchergruppe (Dabsyl).

gungssystem die Hintergrundfluoreszenz sowie das Ausmaf
des nicht-Templat-vermittelten Quencherverlusts infolge von
Hydrolyse durch externe Nucleophile verringert. Die voll-
standige Entfernung der Quencher von den ,,Sandwichson-
den®, die an den 3'- und 5-Enden reaktive Gruppen tragen,
ist nur nach Reaktion und Hybridisierung zweier unter-
schiedlicher Phosphorothioatsonden strangaufwirts und
strangabwirts am selben Templat moglich. Dieses System
ergab sogar in Gegenwart von 50 pm Dithiothreitol (DTT)
eine spezifische Templatreaktion, wihrend die einzelne
Quenchersonde unter diesen Bedingungen durch starke
Hintergrundreaktionen beeintrachtigt wurde. In einer Er-
weiterung der Templat-gestiitzten Verdriangungsreaktion fiir
die Nucleotiderkennung nutzten Kool et al. miRNA, um eine
lineare, 5'-Iodid und 3’-Phosphorothioat enthaltende Vorstufe
Templat-vermittelt zu cyclisieren. Das cyclisierte Produkt
konnte durch Rolling-Circle-Amplifikation mit einer Poly-
merase amplifiziert und iiber eine fluorogene Templatreak-
tion nachgewiesen werden. miRNA ist eine Klasse von RNA,
die eine entscheidende regulatorische Funktion in der Zelle
ausiibt und deren anomale Expression mit zahlreichen
krankhaften Verdnderungen in Verbindung gebracht wurde.
Die Kombination aus enzymatischer Amplifikation und
Templat-vermittelter fluorogener Reaktion ermoglicht eine
Nachweisgrenze von 200 pm in Losung.™!

Die in Abschnitt 3.3 erwidhnte, von Ladame et al. entwi-
ckelte Kondensation von Fluorophorvorstufen zum Cyanin-
farbstoff (Abbildung 6.5) wurde urspriinglich entwickelt,
um die Bildung von G-Quadruplexen durch Templat-ge-
stiitzte Kondensation zu detektieren. Diese Strategie wurde
kiirzlich auf die Untersuchung anderer Sekundirstrukturen
erweitert.®™ Es wird vermutet, dass auBer der reichlich vor-
handenen doppelstrangigen, helicalen Form der DNA auch
sekundidre DNA-Strukturen am Transkriptions-Regulations-
Mechanismus beteiligt sein konnten.®!!  Beispielsweise
konnen selbstkomplementédre oder palindrome Sequenzen
Haarnadelstrukturen bilden, wihrend Guanincluster-reiche
Fragmente monovalente, Kation-stabilisierte Guaninquar-
tette bilden, die zu G-Quadruplexen gestapelt sind. Eine
Computeranalyse des Genoms ldsst auf eine Anreicherung
solcher Sequenzen mit Potenzial zu alternativer Faltung in
wichtigen regulatorischen Regionen, wie Genpromotoren
oder Replikationsurspriingen, schlieBen. Daher ist die Ent-
wicklung von Methoden zur Erkennung spezifischer Sekun-
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| dérstrukturen in biologischen Systemen &u-
/©/ Berst interessant. Ladame et al. beschrieben
i eine Fluoreszenzmethode zur Unterschei-
dung zwischen dhnlichen DNA-Matrizen, die
voneinander in ihrer Fahigkeit zur Quadru-
plexbildung abweichen, indem Sonden fiir
flankierende Regionen einer moglichen vier-
strangigen Anordnung verwendet wurden.
Mehrere Sondenbindungsmuster wurden fiir
die Erkennung von Haarnadelmotiven (Ab-
bildung 9) getestet und ergaben ein spezifi-
sches Fluoreszenzsignal in Gegenwart der
DNA-Schleifenstruktur. Die stérkste Fluo-
reszenz fand sich jedoch bei einer Architek-
tur, bei der die Reaktion in Nachbarschaft

PNA s,  PNA
1 1 1 I“Imli 1 1 1 1
\J
||

Abbildung 9. Templat-gestiitzte Synthese von Cyaninfluorophoren mit
verschiedenen DNA-Templat-Architekturen.

zum Haarnadelstamm ablief. Die Reaktion wurde auch auf
einen lidnger emittierenden Cyaninfarbstoff bis in den Nah-
infrarotbereich ausgedehnt, wodurch sich unterschiedliche
DNA-Architekturen mit einem Zwei-Farben-Detektionssys-
tem bestimmen lassen konnten.

3.5. Umsatz bei Templat-gestiitzter Ligation mithilfe von
Temperaturzyklen
Die besprochenen Beispiele verdeutlichen, dass Oli-
gonucleotidtemplate die konzipierten Reaktionen erleich-

tern, indem sie funktionelle Gruppen in groBer Néhe aus-
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richten, eine hohe effektive Konzentration bewirken und
somit die Umsetzung beschleunigen. Eine Einschrankung
Templat-gestiitzter Ligationen ist allerdings, dass die Pro-
dukte langere Oligonucleotidsequenzen sowie eine hohere
Affinitdt zum Templat aufweisen als jedes der Startfragmen-
te. Amplifizierung von Nucleinsdure-Informationen erfordert
einen Turnover des Templats.®! Wenngleich bei geringer
Ausbeute ein gewisser Templat-Turnover infolge Strangver-
dringung des Produktes durch die noch in hohem Uberschuss
vorhandenen Ausgangsfragmente auftreten kann, wird dieser
Prozess im Verlauf der Reaktion schnell abgeschwicht. Mit
einer katalytischen Menge an Templat in einer Ligationsre-
aktion einen hohen Umsatz zu erreichen, bleibt ein an-
spruchsvolles Ziel. Der einfachste Ansatz nutzt analog zur
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Temperaturzyklen, um
die Trennung des Templat-Produkt-Duplexes auszulosen. Es
muss allerdings zwischen dem besseren Umsatz und der Tat-
sache abgewogen werden, dass hohe Temperaturen auch eine
Nicht-Templatreaktion begiinstigen konnen. Kool et al. un-
tersuchten den Nutzen der Temperaturkreislauffiihrung fiir
die Ligation einer 3’-Phosphorothioat-5"-Iodid-Sonde (13-
mer bzw. 7-mer) und fanden nur einen marginalen Vorteil
(1.5-facher Anstieg).’¥ Abe et al. nutzten die Ligation von
Phosphorothioat-Todacetat,™ die bekanntlich innerhalb von
Minuten Templat-vermittelt ablduft, um den Vorteil eines
Temperaturkreislaufs zu erforschen (Abbildung 10).* Die
Tatsache, dass als Produkt dieser Reaktion ein geringfiigig
langerer Linker als bei der natiirlichen Verkniipfung resul-

NSNS

/7

thermische Zyklen
HN

PO,S" (&o .

V/\V4.\N

HN
Po3s\/§o

Abbildung 10. Templat-gestiitzte Ligation, amplifiziert durch Temperaturzyklen.

tiert, wirkt nicht signifikant destabilisierend. Mit RNA-Ma-
trizen lief die Ligation zu 70% in 5 s mit einem stochiome-
trisch eingesetzten Templat bei 35°C ab. Durch sorgfiltige
Optimierung der Zyklenbedingungen (10 s Ligation bei 35°C
und 10s Denaturierung bei 60°C; 99Zyklen in 100 min)
wurde mit 0.1 % Templat (1 nM; 6% Umsatz) eine 60-fache
Vervielfiltigung erreicht, wihrend ohne Temperaturzyklen
keine Amplifizierung erfolgte. Diese Amplifizierungen fallen
geringer aus als bei der PCR, da die Amplifizierung nicht
exponentiell erfolgt. Trotzdem kann die Reaktion einfach in
einem gewOhnlichen PCR-Thermocycler durchgefiihrt
werden. Mit einer dhnlich effizienten Templatreaktion (Pho-
todimerisierung von Anthracen-markierten DNA-Fragmen-
ten; Abbildung 3.2) erreichten Thara et al. ebenfalls eine er-
folgreiche Amplifizierung tiber Temperaturzyklen. Die Tem-
platreaktion l4uft nach Bestrahlung 1 min lang nahezu voll-
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standig ab, womit sie sich gut fiir eine schnelle Kreislauffiih-
rung eignet. Nach 10 Zyklen Bestrahlung und Denaturierung
wurde eine fiinffache Amplifizierung erreicht, wéahrend ohne
Temperaturzyklen keine Vervielfiltigung stattfand.™ Die
schnelle Kinetik in Kombination mit der moglichen Ampli-
fizierung macht diese Methode zu einer interessanten Alter-
native fiir enzymatische Ligationsstrategien, deren Effizienz
erheblich schwanken kann.®

4. Templat-gestiitzte Umwandlungen ohne Ligation

Templat-gestiitzte Ligationen sind fiir die enzymfreie
Vervielfiltigung von Genmaterial erforderlich, es werden
aber Templat-vermittelte Umwandlungen gebraucht, um die
Nucleinsdure-Information in ein funktionales Molekiil (z.B.
bei der Proteinsynthese) zu iibersetzen. In einer bahnbre-
chenden Arbeit beschrieben Joyce etal. den Templat-ge-
stiitzten Transfer einer Peptidkette von einem 5'-Thioester
auf die 3'-Aminogruppe eines benachbarten Nucleinsdure-
fragments mithilfe einer Acyltransferreaktion.’l Die Anre-
gung zu dieser Reaktion lieferte der rasche Acyltransfer, der
bei der natiirlichen chemischen Ligation nach Thioumeste-
rung von Cystein beobachtet wurde. Der Templat-gestiitzte
Acyltransfer eines Peptids verlief innerhalb von 15 h zu 70 %.
In einer Reihe grundlegender Veroffentlichungen beschrie-
ben Liu et al. einige neue DTS-Reaktionen, die eine Trans-
lation von Nucleinsduresequenzen in kleine Molekiile und
Polymere erméglichen. Ein signifikanter Un-
terschied zwischen Nucleinsdure-gestiitzten
Transferreaktionen und Ligationen besteht
darin, dass erstere weniger empfindlich gegen
Produktinhibition sind, da das Reaktionspro-
dukt keine Affinitdt fiir das Templat entwi-
ckelt (Abbildung 1).

7\

HN
PO5S ‘/&o

4.1. Hydrolyse und Acyltransfer an Templaten

Taylor und Ma beschrieben das erste Bei-
spiel einer Reaktion mit einem Turnover eines
Nucleinsduretemplats unter isothermen Be-
dingungen. Die Hydrolyse eines Nitrophenyl-
esters, gebunden am 3’-Ende eines 8-meren DNA-Fragmen-
tes durch ein Imidazol, das wiederum mit dem 5’-Ende eines
15-meren DNA-Fragmentes verkniipft ist, gelang in Gegen-
wart eines katalytischen DNA-Templats (Abbildung 11.1).
Diese Reaktion war gedacht als Modellsystem fiir die Pro-
drug-Hydrolyse, ausgelost durch eine spezifische mRNA-Se-
quenz, die mit einem Krankheitszustand assoziiert ist.’! Die
Reaktion erreichte 50% Umsatz binnen 5 h mit 10 % Tem-
plat-Imidazol-Konjugat und war empfindlich gegeniiber
einem einzelnen Mismatch. Im Anschluss wurde die Reaktion
mit einem profluoreszierenden Cumarinester durchgefiihrt,
um die Nucleinsdure-Erkennung bei diagnostischen Anwen-
dungen zu erméglichen.® Diese Phenolester waren jedoch
labil gegen im Plasma vorkommende Hydrolasen, was die
Anwendung der Methode in komplexeren biologischen Um-
gebungen ausschloss. Mokhir, Kriamer et al. beschrieben eine
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Abbildung 11. Templat-gestiitzte Transferreaktionen.

Nucleinsédure-gestiitzte Hydrolyse mit einem Metallkatalysa-
tor (Abbildung 11.1), die durch die einfache Kupfer-kataly-
sierte Hydrolyse von Picolinat angeregt wurde. In diesem
System waren ein Kupfer(II)-Chelat bildender Pyri-
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9. Templat-gestiitzte Staudinger-Reaktion
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dylpyrazolylrest am N-Terminus eines PNA-Fragments und
ein Pyridin-2-carboxyester am C-Terminus eines zweiten
PNA-Fragments gebunden. Die Hydrolyse ergab mit kataly-
tischer DNA-Matrize (20%) einen Umsatz von iiber 80 %
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innerhalb von 50 min.®™ Dieser Ansatz unterschied zwischen
Templaten mit einem einzelnen Mismatch mit > 100-facher
Selektivitit (besser als die einer T-4-DNA-Ligase) und einer
Nachweisgrenze von 10 fmol bei Verwendung von einzel-
strangiger DNA (ssDNA)®™ und konnte auch mit dsDNA
durchgefiihrt werden.’ Eine alternative Strategie, bei wel-
cher der Katalysator zunéchst in einem inaktiven zweizédhni-
gen Komplex mit einer cyclischen Sonde vorliegt und an-
schlieBend durch Hybridisierung dekomplexiert (aktiviert)
wird, wurde ebenfalls beschrieben. Die Reaktion verlief unter
milden Bedingungen mit giinstiger Kinetik, aber signifikanter
Hintergrundreaktion (weniger als ein dreifacher Unterschied
als Reaktion auf das Vorhandensein eines einzelnen Mis-
match).?

Die in Abschnitt 3 besprochene NCL (Abbildung 6.6)
wurde an eine Acyltransferreaktion mit hoher Turnover-
Frequenz angepasst (Abbildung 11.2).") Ein mit einem
Thioester derivatisierter PNA-Strang wirkt dabei als Acyl-
donor. Durch Angriff des N-terminalen Isocysteinrests einer
Akzeptor-PNA wird ein neuer Thioester mit dem Acylrest
einer Donor-PNA-Sonde gebildet. Diese Zwischenstufe
lagert sich schnell nach einem S-zu-N-Acyltransfer um. Die
Leistungsfdhigkeit dieser Reaktion hat eine Reihe von An-
wendungen zur Nucleinsdure-Erkennung und Nucleinsdure-
ausgelOsten Synthese bioaktiver Molekiile ermoglicht (siehe
Diskussion in Abschnitt 4.5 und Abbildung 12). In parallelen
Studien testeten Stulz etal. aufler Aminen noch weitere
Nucleophile, die an Acyltransferreaktionen mit Thioestern
teilnehmen konnten. Sowohl Thioester als auch Nucleophil
waren {ber relativ lange Anker (>10 Atome) an DNA-
Fragmente gebunden, was dem Reagens nach der Templat-
vermittelten Ausrichtung ein grofies Mafl an Freiheit lief3.
Generell lieferte keines der untersuchten Nucleophile binnen
48 h bei 38°C und pH-Werten von 6.5 bis 9.5 mehr als 20 %
Umsatz, was die Bedeutung des hohen Préorganisationsgrads
des von Joyce et al.l®! entwickelten Systems bestitigt und den
Vorteil der NCL-Strategie unterstreicht. Bemerkenswerter-
weise wurde mit einem Hydrazid ein moderater Acyltransfer
(12% Ausbeute) bei pH 6.5 beobachtet, wihrend ein Amin
und ein Hydroxylamin unter diesen Bedingungen praktisch
unreaktiv waren. Diese Beobachtung kann dem niedrigeren
pKs-Wert des Hydrazids zugeschrieben werden.

Mit stdrker aktivierten Acyldonoren — DNA-NHS-Ester-
konjugaten (Abbildung 11.3) — wurde kiirzlich die Nuclein-
sdure-gestiitzte Bildung von Amidbindungen in mehrstufigen
DTS-Reaktionen beschrieben (siche auch Abbildung 13 in
Abschnitt 4.5). Die Reaktion ergab >75% Ausbeute inner-
halb von Minuten.[>*

4.2. Templat-gestiitzte Wittig-Reaktion und andere
Transferreaktionen mit nucleophiler Verdringung

Wittig-Reaktionen an DNA-Templaten (Abbildung 11.4)
wurden erstmals von Liu et al. beschrieben und ausgedehnt in
DTS-Reaktionen eingesetzt.[® %! Kiirzlich nutzten Turber-
field, O’Reilly und Mitarbeiter diese Reaktion in einer
mehrstufigen Eintopf-DNA-Synthese (siche Abbildung 14.2
und 14.3 in Abschnitt 4.6).71!l Diese Reaktion wurde auch
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eingesetzt, um mit PNA-Sonden ein Fluorophor zu bilden
(Abbildung 14.3).1%

Marx und Tang beschrieben eine Kreuzaldolreaktion an
DNA-Templaten mit einem DNA-Strang, der mit Prolin de-
rivatisiert war und mit einem Keton in Losung ein Enamin
bildete; das Enamin reagierte wiederum mit einem komple-
mentiren Strang, der ein Aldehyd trug (Abbildung 11.5).0%]
Die Reaktion lief in 2 h nahezu vollstdndig ab, und das Prolin-
DNA-Konjugat konnte mehrere Kondensationen katalysie-
ren, vor allem bei der Anwendung von Temperaturzyklen.

DNA-Fragmente mit einem Phosphorothioat wurden von
Kool et al. ausgiebig bei nucleophilen Ligationsreaktionen
verwendet (Abbildungen 6.1 und 8). Ito et al. nutzten die
Nucleophilie des Phosphorothioats fiir eine nucleophile aro-
matische Substitution (SyAr) an einem 2,4-Dinitrosulfonamid
(Abbildung 11.6)."™ Das Dinitrosulfonamid war an Cumarin
gekuppelt, wodurch dessen Fluoreszenzquantenausbeute um
das 70-Fache gesenkt wurde. Wesentlich war, dass sich dieses
neue fluorogene Cumarinsubstrat bei pH 5-10 und Tempe-
raturen bis zu 90°C als stabil erwies. Die Templatreaktion
zeigte gute Unterscheidung eines Einzelnucleotid-Mismatch;
die Reaktionsgeschwindigkeit war jedoch deutlich geringer
als jene der Ligationsreaktion, und der mogliche Templat-
Turnover wurde nicht untersucht.

Kool und Franzini erforschten die metallorganische
Templat-gestiitzte Aktivierung von profluoreszierendem
Rhodamin B (Abbildung 11.7).1%! In Gegenwart eines pas-
senden Templats reagierte das DNA-konjugierte, profluo-
reszierende Phenylthiocarbazid-Derivat von Rhodamin mit
dem p-Mercuriobenzoat-DNA-Konjugat, und das Spirolac-
tam wurde durch die resultierende Cyclisierung geoffnet.
Obwohl dieser neue Ansatz moglicherweise ein hohes Turn-
on-Verhiltnis (Fluoreszenzsteigerung bei Reaktion) aufweist,
funktionierte er weniger gut als andere Reaktionen, die von
der gleichen Arbeitsgruppe zur Unterscheidung von Mis-
match-Templaten entwickelt wurden. Dennoch verlaufen
Reaktionen von Thiolen mit organischen Quecksilberver-
bindungen schnell und reversibel und konnten bei verschie-
denen Anwendungen von Nutzen sein.

Fine weitere potenziell niitzliche Strategie von Sasaki
et al. setzt auf die prizise Modifizierung einer ausgewihlten
Stelle in Nucleinsdureanordnungen. Die spezifische kova-
lente Modifizierung eines gegebenen Punktes auf dem Nu-
cleinsdurestrang kann durch Hybridisierung einer komple-
mentédren Sonde mit einer reaktiven Gruppe, die nachfolgend
auf die komplementéire Nucleobasenposition im Zielstrang
iibertragen wird, erreicht werden. Obwohl diese Reaktion
iiber den Duplex hinweg stattfindet, was der bereits bespro-
chenen (Abschnitt 2) Interstrangvernetzungsmethode dhnelt,
beruht das von Sasaki et al. vorgestellte System auf einem
nucleophilen Additions-/Eliminierungsmechanismus. Die
Reaktion findet zwischen der Aminogruppe eines Cytosins
und dem o,B-ungesittigten System eines S-funktionalisierten
6-Thioguanosindonors statt (Abbildung 11.8).%! Durch die
enge Nachbarschaft der Reaktanten im Duplex wird ein ef-
fizienter Funktionalitédtstransfer gefordert und fiihrt zu
>50% Umsatz in 10 h. Auf diese Weise wurden verschiedene,
an die Vinylphenylcarbonyleinheit konjugierte Marker (R)
unter physiologischen Bedingungen selektiv an RNA ge-
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kuppelt. Ein solcher Ansatz bietet eine Alternative zum di-
rekten Einbau von modifiziertem Phosphoramidat wihrend
der Oligonucleotidsynthese.

4.3. Templat-gestiitzte Azidreduktion

Die Orthogonalitdt und Biokompatibilitidt der Staudin-
ger-Reaktion'”” haben mehrere Gruppen animiert, den
Nutzen dieser Reaktion fiir Templat-gestiitzte Prozesse aus-
zuloten (Abbildung 11.9).11%-12I Dje Reaktion erwies sich
sowohl mit DNA- als auch mit RNA-Stringen als hochst ef-
fektiv und verlduft innerhalb von 30 min mit hohem Umsatz.
Ein Schwerpunkt war die Verwendung dieser Reaktion bei
der Nucleinsdure-Erkennung. Die Reaktion zeigt den von
nichtligierten Fragmenten erwarteten Umsatz und ergibt
daher eine bemerkenswerte und niitzliche Signalverstarkung.
Bei der ersten veroffentlichten Arbeit!!®! fand ein Fluorescein
Verwendung, das mit einem 2-Carboxytriphenylphosphan
verestert war, wodurch die Fluoreszenz geloscht wurde. Nach
Einleitung der Templat-gestiitzten Reaktion fand eine Stau-
dinger-Ligation['?? statt, die zum Transfer des Phosphanrestes
fiihrte und somit die Fluorescein-Fluoreszenz ermoglichte.
Eine Einschrinkung ist die unerwiinschte Luftoxidation des
Phosphans, die eine vollstindige Umsetzung des Profluoro-
phors verhindert. Alternativ haben einige Arbeitsgruppen
neue Fluorophore beschrieben, die durch Azidreduktion ak-
tiviert werden (Abbildung 15.1, siche Diskussion in Ab-
schnitt 4.7). 1ML Der Hauptvorteil dieser Strategie ist,
dass ein Uberschuss an Phosphan eingesetzt werden kann, um
die partielle Oxidation des Phosphans unter aeroben Bedin-
gungen zu vermeiden. Analog wurden Azid-basierte immo-
lative Linker gewé#hlt, um einen Fluorophor und seinen
Quencher zu trennen oder ein Profluorophor oder andere
bioaktive Molekiile freizusetzen (Abbildung 15.2).111%114

Eine betrichtliche Einschrinkung der Staudinger-Reak-
tion bleibt die Oxidationsempfindlichkeit des Phosphans,
wenn die Templatreaktion an Luft stattfindet. Dies wird im
Allgemeinen durch einen Uberschuss an Phosphansonde re-
lativ zum Azidpartner umgangen. Diese Losung ist aber nicht
ideal, da ein Uberschuss der Phosphansonde die nicht-Tem-
plat-gestiitzte biomolekulare Reaktion begiinstigt. Liu et al.
beschrieben die photokatalysierte Reduktion von Aryl- und
Alkylaziden mit einem [Ru(bpy);]*'-Katalysator und sto-
chiometrischem Ascorbat oder NADPH als Reduktionsmit-
tel.'! Unsere Arbeitsgruppe implementierte diese neue
Methode fiir die Templat-gestiitzte Reduktion von Aziden.
Mit handelsiiblichem 5-Isocyanatphenanthrolin  ([Ru-
(bpy),(5-NCOphen)]*") als Ersatz fiir den Rutheniumkata-
lysator gelang die einfache Konjugation an die Aminogruppe
einer Nucleinsiure (Abbildung 11.10).1Y Diese katalysierte
Variante kommt mit nur 2% der Ru-derivatisierten Sonde
aus, anstelle eines Uberschusses an Phosphansonde wie bei
der Templat-gestiitzten Staudinger-Reaktion. Dieses kataly-
tische System war hoch effizient hinsichtlich der Reduktion
von Azidocumarin sowie dem Auslosen der Spaltung eines
Azid-basierten immolativen Linkers (Abbildung 15.2).
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4.4. Templat-gestiitzte Photoentschiitzung und Photooxidation

Photolabile Gruppen bieten ein einzigartiges Orthogo-
nalitdtsprofil, das routinemifBig zur Desaktivierung von bio-
aktiven Molekiilen oder Reportern in biologischen Systemen
genutzt wird. Angeregt durch die Tatsache, dass der Tri-
plettsensibilisator Thioxanthenon die Entschiitzung solcher
photolabilen Gruppen signifikant beschleunigt, erforschten
wir den Templat-gestiitzten Energietransfer vom Sensibilisa-
tor auf eine photolabile Gruppe (Abbildung 11.11).0%! Der
Sensibilisator wurde mit einer 405-nm-LED angeregt, und ein
elektronendefizienter 2-(2-Nitrophenyl)propyloxycarbonyl-
(NPPOC)-Rest wurde wegen der geringen direkten Photo-
spaltung mit Licht einer Wellenlédnge > 300 nm ausgewéhlt.
Die Templat-gestiitzte Reaktion zeigte eine mehr als 20-fache
Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit gegeniiber
dem Hintergrund. Diese Templat-gestiitzte Reaktion wurde
zusammen mit einer Strangverdrdngung verwendet, um Vier-
Komponenten-Systeme zu bilden, die unterschiedlich auf
DNA-Analyte reagieren (Abbildung 17 in Abschnitt 4.8).

Mokhir et al. beschrieben eine katalytische photochemi-
sche Templatreaktion mit einem Indium-basierten Photo-
sensibilisator, der mit rotem Licht (669 nm) angeregt wird.*"!
Durch Anregung des Sensibilisators wurde 'O, generiert, das
ein benachbartes Phenylselenthyminderivat oxidierte, das
durch [2,3]-sigmatrope Umlagerung ein reaktives Elektrophil
bildete (Abbildung 11.12).1*"1 Dieses Elektrophil konnte
wiederum von verschiedenen Nucleophilen, wie Aminen oder
Thiolen, abgefangen werden. Die Reaktion erfolgte in 30 min
nahezu vollstindig, wiahrend ohne Templat nur eine unwe-
sentliche Reaktion bei einer Konzentration von 1 pum der
Reaktanten stattfand. Die Reaktion zeigte bis zu 45%
Umsatz des Phenylselenthyminderivats bei Verwendung von
lediglich 10% Templat und Photosensibilisator. Obwohl das
wihrend der Reaktion gebildete Elektrophil bekannterma-
Ben mit dem komplementiren Strang reagiert (Abbil-
dung 2.3), erfolgte keine Interstrangvernetzung mit Nuclein-
sdauren, die das Phenylselen am terminalen Rest tragen, was
die schnellere Dynamik eines terminalen Rests bei der Du-
plexbildung widerspiegelt. Die Nucleinsdure-ausgeloste Bil-
dung von 'O, fiihrte ebenfalls zur Umwandlung geloster
Fluorophore, was eine Nucleinsdure-Erkennung erméglicht
(Abbildung 16 in Abschnitt 4.8).02%12]

4.5. Anwendung Templat-gestiitzter Acyltransferreaktionen

Die Templat-gestiitzte native chemische Ligation ist eine
robuste und schnelle Reaktion. Erste Arbeiten konzentrier-
ten sich auf die Ligation, meist mit Isocystein (Abbil-
dung 12.1), dessen Ligationsprodukt eine Bindungsgeometrie
aufweist, die den Duplex destabilisiert und den Templat-
Turnover ermoglicht.***" Der Fortschritt der Reaktion wurde
per FRET zwischen Fluorophoren (Fluorescein und Tetra-
methylrhodamin) auf den individuellen Ligationssonden
verfolgt. Mit dem Ziel, die Amplifikation der durch die
Templatreaktion erzeugten Signale zu verbessern, wurden
Transferreaktionen untersucht (Abbildung 12.2 und 12.3).
Dazu wurde ein Fluoreszenzquencher (Dabsyl) von einem
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Strang durch NCL auf den zweiten Strang iibertragen (Ab-
bildung 12.2), wihrend beide Stringe mit einem spektral
aufgelosten Fluorophor derivatisiert waren.’>133! Dieser
Quenchertransfer ermoglichte die Verfolgung sowohl der
Thioesterhydrolyse als auch des erwiinschten Transfers der
Quenchergruppe. Mit einem Aquivalent des Templats war die
Reaktion nach 90 min beinahe vollstindig abgelaufen.
Wichtig war, dass die Reaktion mit einer signifikanten Si-
gnalverstdrkung einherging. Die Verwendung von 10%
Templat ergab sieben Turnovers binnen einer Stunde. Bei
sehr niedriger Templatkonzentration (0.0001 Aquivalente;
10 pm) wurde eine Zahl von 402 Turnovers in 24 h errechnet
(zweifach gegeniiber dem Hintergrund). Allerdings fiihrte die
Templat-unabhingige Hydrolyse des Thioesters zu einer er-
heblichen Hintergrundfluoreszenz. Bei einer alternativen
Strategie zur Verfolgung der Reaktion wurde ein Pyrenrest
auf einen Pyren-markierten PNA-Strang {iibertragen, wo-
durch ein Pyren-Excimer gebildet wurde, das bei 340 nm

1. Templat-gestiitzte Ligation durch NCL mit resultierendem FRET-Signal
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beobachtet werden kann.'*! Auf diese Weise ist die Signal-
entstehung auf die erwiinschte Ligation beschriankt. Es wurde
festgestellt, dass die Empfindlichkeit und die Sequenzspezi-
fitit der Transferreaktion durch kleinste Anderungen der
Thioesterstruktur stark beeinflusst werden konnen. Thioester
vom Benzoyltyp oder lange Thiolanhénge werden langsamer
iibertragen, aber mit besserer Unterscheidung zwischen pas-
senden und mutierten Templaten.* RNA-Template sind bei
diesen Reaktionen genauso effektiv wie DNA. Der RNA-
katalysierte Transfer eines Biotinreporters auf eine Hisg-
markierte PNA ermdoglichte die Voramplifizierung viraler
RNA fiir eine ELISA-Analyse (Abbildung 12.3)."*" Diese
Tandemamplifizierung ergab eine Nachweisgrenze von
500 attomol RNA des Humanen Immundefizienz-Virus I bei
einfacher kolorimetrischer Ablesung.

Seitz et al. beschrieben den Nutzen der Templat-gestiitz-
ten NCL fir die Synthese bioaktiver Peptide (Abbil-
dung 12.4)." Der X-gebundene Inhibitor des Apoptose-
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Abbildung 12. Anwendung von Templat-gestiitzten NCL-Reaktionen. HRP = Meerrettichperoxidase, SA = Streptavidin.
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Proteins (XIAP) wird in Tumorzellen hiufig tiberexprimiert,
was eine Resistenz gegen apoptotische Stimuli durch Hem-
mung der Caspase-9 bewirkt. Durch ein Peptidmotiv, das
direkt mit dieser Interaktion konkurriert, kann die antiapo-
ptotische Aktivitdt von XIAP verringert werden. Eine Tem-
plat-gestiitzte Peptidkupplungsreaktion wurde entwickelt,
um das bioaktive Peptid als Reaktion auf ein Templat be-
reitzustellen, das eine onkogene Mutation im Ras-kodieren-
den Gen verbirgt. Bei Verwendung roher Zell-Lysate zeigten
PNA-Sonden keinen signifikanten Einfluss auf die Apoptose;
in Gegenwart eines hinzugesetzten DNA-Templats wurde die
apoptotische ~ Aktivitdit wiederhergestellt (45%  mit
1.0 Aquiv., 23 % mit 0.5 Aquiv.). Wie wegen der verschiede-
nen Préorganisationsgrade zu erwarten war, beeinflussten
Léange und Beschaffenheit des Peptids die Reaktionsge-
schwindigkeit, wobei ldngere Peptide allgemein langsamere
Reaktionsgeschwindigkeiten aufwiesen.'*¥

Liu und He verwendeten eine sequenzielle Strategie zur
Strangverdrdngung, um eine sechsstufige, DNA-gestiitzte
Eintopfsynthese mit bemerkenswerter Effizienz durchzufiih-
ren (83 % Ausbeute im Durchschnitt, Abbildung 13).” Diese
Synthese nutzte den Vorteil einer sequenziellen Uberhang-
verdriangung — der Fihigkeit einer ssDNA, in dsDNA einzu-
dringen und daraus ein kleineres Fragment durch Hybridi-
sierung an den Duplexrand zu verdriangen. Mit sechs nach-
einander hinzugesetzten (30-min-Zyklus) DNA-NHS-Ester-
gebundenen Aminen wurde das DNA-Templat in ein Peptid
mit sechs Resten iibersetzt. Ein wichtiger Punkt ist, dass das
Produkt mit dem DNA-Templat, das die Information fiir
seine Synthese enthilt, assoziiert bleibt und so einen prakti-
schen Marker zur Identifizierung der Produktstruktur nach
seiner Auswahl aus einer Bibliothek liefert. Eine notwendige
Voraussetzung ist, dass das NHS-Ester-gebundene Amin
geometrisch eingeschrénkt ist, sodass es nicht cyclisiert.

gngewandte
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4.6. Anwendung Templat-gestiitzter Wittig-Transferreaktionen

Die erste Untersuchung der DNA-gestiitzten reiterativen
Oligomerisierung mit difunktionellen Reagentien wurde von
Turberfield, O’Reilly et al. iiber Templat-gestiitzte Wittig-
Olefinierung mit einem difunktionellen Ylid-Aldehyd
durchgefiihrt (Abbildung 14.1).””! Die geordnete Oligomeri-
sierung wurde durch sequenzielle Addition der Reagentien
und nachfolgende Zugabe einer ,,Abfallsequenz“ erreicht, die
das verbrauchte Reagens abtrennte und so das Templat fiir
die nichste Reagentienzugabe freisetzte. Die Templat-ver-
mittelten Kupplungen wurden an derselben Hybridisie-
rungsstelle (,,Adapterregion®) durchgefiihrt, wihrend die
Entfernung des verbrauchten Reagens durch die Abfallse-
quenz iiber Strangverdringung mit einer dem eingesetzten
Reagens entsprechenden Uberhangregion erreicht wurde.
Ein Nachteil dieses Ansatzes ist, dass die Sequenz des Oli-
gomerproduktes von der Reihenfolge der Reaktantenzugabe
und nicht vom Templat abhéngt. Damit sind Anwendungen
wie die molekulare Evolution, die auf der Beibehaltung einer
am Produkt angebrachten, DNA-kodierten Sequenzauf-
zeichnung beruhen, ausgeschlossen. Die Templat-gestiitzte
Wittig-Reaktion ergab fiir ein Tetramer binnen 2 h eine Ge-
samtausbeute von 72 % (90 % Durchschnittsausbeute). Diese
Methode wurde genutzt, um die Synthese ldngerer Oligomere
zu realisieren, wobei Decamere in 23-31% Ausbeute ent-
standen.™ Dieselbe Arbeitsgruppe beschrieb eine alterna-
tive Strategie mit anderen Templatarchitekturen (Abbil-
dung 14.2)." Diese Strategie ermoglichte einen Hin- und
Riicktransfer, der mit konvergenten Segmentkupplungen
kompatibel ist, wodurch die Gesamtzahl der Herstellungs-
schritte fiir ein Oligomer verringert und eine konstante Re-
aktionsumgebung aufrechterhalten werden. Als Machbar-
keitsnachweis wurde in drei Reaktionsschritten ein hexame-
res Olefin aufgebaut.

Seitz et al. schilderten ein Konzept zur Nucleinsdure-Er-

kennung auf Grundlage einer konsekutiven
Signalverstarkung, zuerst durch eine Templat-

vermittelte Reaktion und anschlieBend durch

A NHs _ o o g | e€ine Wi{t-Gast-Wechselwirkung des Produk-
/\/\/\/\/\MQ‘ %\E 73’/ tes.'” Uber eine Templat-gestiitzte Wittig-
© Reaktion wurde ein Stilben erhalten, das bei

NN, , - ’
R W R 380 nm fluoresziert und durch a-Cyclodextrin
NVVWO-.‘ /©/\NH2 erkannt wird (Abbildung 14.3). Die optimale
NN NH, 5 Reaktionstemperatur lag bei 65°C mit 50 und
« 84 % Ausbeute innerhalb von 2 bzw. 12 h. Mit
AV VAV VG O.. =, 0.02% Templat wurden 1.7% Ausbeute (84-

facher Templat-Turnover, ohne Korrektur
beziiglich Hintergrundreaktion) erzielt. 10 %
Templatbeladung ergab einen vierfachen
Turnover. Die enge Bindung mit a-Cyclo-
dextrin stabilisiert die planare Konformation
des trans-Stilbens und fiihrt zu einer ver-
starkten Fluoreszenzemission. Mit 100 mM a-
© Cyclodextrin wurde ein bis zu 30-facher An-

Abbildung 13. Sechsstufige, DNA-gestiitzte Eintopfsynthese mit sequenzieller Strangver-

dringung.
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stieg der Fluoreszenz beobachtet. Fiir diese
doppelte Amplifizierungsmethode wurde
eine Detektionsgrenze von 40 pm Templat
beschrieben (1.6-fach iiber dem Hintergrund).
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1. mehrstufige DNA-gestiitzte Wittig-Reaktionen unter Uberhangverdrangung verbrauchter Reagentien

verbrauchtes Reagens (Abfall)
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Abbildung 14. Anwendung von Wittig-Transferreaktionen bei der DNA-gestiitzten Synthese und Nuclein-
sdure-Erkennung.

4.7. Anwendung Templat-gestiitzter Azidreduktionen

N. Winssinger und K. Gorska

schrieben.'™  Vom  Erfolg
dieser Chemie angespornt,
haben einige Arbeitsgruppen
auf der Staudinger-Reaktion
basierende Strategien zur Nu-
cleinsdure-Erkennung mit dem
Ziel entwickelt, diese Reaktion
in Zellen durchzufiithren. Zwei
Strategien erhielten besondere

Aufmerksamkeit: Die Ent-
wicklung  Azid-gequenchter
Profluorophore  (Abbildung

15.1) und das Auslosen der
Abspaltung des Linkers nach
der Azidreduktion (Abbildung
15.2).

Der erste beschriebene,
Azid-basierte  Profluorophor
war ein Azidocumarin (Abbil-
dung 15.1)." Nach Reduktion
des Azids wurde ein 22-facher
Anstieg der Fluoreszenz beob-
achtet. Die Templat-gestiitzte
Reaktion eines 4-Carboxytri-
phenylphosphan-derivatisier-
ten mit einem Azidocumarin-
derivatisierten PNA ergab eine
schnelle  Reaktion  (35%
Umsatz in weniger als 15 min).
Die Zugabe von Formamid
beschleunigte die Reaktion
weiter und steigerte die Effizi-
enz. Das Templat wirkte kata-
lytisch, mit tiber 20 Turnovers
innerhalb von 30min (1%
Katalysatorbeladung) bei einer
Nachweisgrenze von 1nm
Templat (niedrigere Konzen-
trationen wurden nicht unter-
sucht). Die Reaktion erzeugte
geringe Fluoreszenz, wenn ein
einzelner Nucleotid-Mismatch
im Templat vorhanden war.
Kurz darauf wurde mit Azi-
domethoxycumarin™? ein ho-
herer Anstieg der Fluoreszenz
nach Reduktion gemessen (62-
facher Anstieg). Eine Templat-
gestiitzte Reaktion mit DNA-
Sonden zeigte eine dhnliche
Kinetik, Umsatzfrequenz und
Sequenzspezifitit wie im Fall
von Azidocumarin und PNA-

Sonden. Dieses System wurde mit einem zweiten Fluorophor

(Fluorescein) ergidnzt, um eine Emission groBerer Wellen-

Die Staudinger-Reaktion ist wegen ihrer Bio-Orthogo-
nalitdt und Kompatibilitdt mit zelluldiren Prozessen wichtig
fiir die chemische Biologie. Einige Anwendungen in lebenden
Zellen auf Basis von Staudinger-Ligationen wurden be-
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lange durch FRET zu erhalten. In diesen ersten Beispielen
wurde die Fluoreszenz des Cumarins durch Umwandlung der
elektronenliefernden Gruppe — Aminogruppe oder Phenol-
rest —in eine Azidgruppe bzw. Azidomethylethergruppe stark
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1. Templat-gestlitzte fluorogene Staudinger-Reaktionen
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Abbildung 15. Anwendung der Templat-gestiitzten Azidreduktion.

abgeschwicht. Die gleiche Logik wurde auf Fluorophore mit
rotverschobener  Emission angewendet:  Azidorhoda-
min, %18 Azidomethylfluorescein,'!” Bisazidorhodamin,!!"
Bis(azidomethyl)fluorescein™?! und Bis(azido)naphthorho-
damin (Abbildung 15.1).1 Die Reaktion von Azidorhoda-
min mit Triphenylphosphan lieferte ein iiberraschend stabiles
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Aza-Ylid, das im Verlauf der Templatreaktion nicht hydro-
lysierte (die Templatreaktion lief innerhalb von 30 min voll-
stindig ab, und die Halbwertszeit des Aza-Ylid-Abbaus
betrug etwa 24 h).""®! Die Aza-Ylid-Zwischenstufe fluores-
zierte (Emission bei 550 nm gegeniiber 520 nm fiir Rhoda-
min), allerdings fithrte die Templatreaktion zu einer Ligation,

www.angewandte.de

te
emie

6973


http://www.angewandte.de

Angewandte

6974

Aufsiitze

die den Templat-Turnover verlangsamte. Dennoch diente die
Reaktion zur Erkennung von 23S-rRNA in Paraformaldehyd-
fixierten Bakterien (E. coli). Azidorhodamin konnte auch mit
Dithiolen, wie DTT, reduziert werden, und eine Templat-ge-
stiitzte Version der Thiolreduktion ergab das gewiinschte
Rhodaminprodukt, allerdings mit niedrigerer Reaktionsge-
schwindigkeit. Wesentlich war, dass das Azidorhodamin bei
pH 5-10 und bei hohen Temperaturen (90 °C) stabil war. Ein
anschlieBender Bericht zeigte, dass eine Phosphanreduktion
von Azidorhodamin tatséchlich méglich war, jedoch anstelle
eines Triphenylphosphankonjugats ein reaktiveres Trialkyl-
phosphan erforderte.""” Die Templatreaktion war sehr
schnell (vollstindig in 6 min mit einem Aquivalent Templat)
und verlief mit 2% Templat innerhalb von 20 min unter sie-
benfacher Signalverstarkung.

Ein langjdhriges Ziel der Verwendung von Templatreak-
tionen ist die Abbildung zelluldrer Nucleinsduren; wegen des
schwierigen zelluldren Transports der Nucleinsduresonden
war jedoch eine Membranpermeabilisierung notwendig.
Zellgéngige, Guanidinium-funktionalisierte Peptid-Nuclein-
siuren (GPNAs)'* ermoglichten die Erkennung von mRNA
in lebenden Zellen. Zur Verbesserung des Signal/Rausch-
Verhiiltnisses von Azidorhodamin wurde Bisazidorhodamin
eingefiihrt.'"” Dessen Reduktion fiihrte zu einem 120-fachen
Anstieg der Fluoreszenz gegeniiber einem 32-fachen Anstieg
bei Azidorhodamin. Dieser Bisazidorhodamin-Fluorophor
benotigt zwar zwei Aquivalente Phosphan, um den Quencher
vollstdndig zu 16sen, allerdings verlduft die Reduktion des
zweiten Azids schneller als die des ersten, und es werden
keine teilweise reduzierten Produkte beobachtet. Diese
Strategie ist geeignet, miRNAs iiber verschiedene Zell-Linien
(Abbildung 15.1) mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie und
Durchflusszytometrie zu detektieren und zu quantifizieren
(sechsfacher Anstieg der Fluoreszenz fiir die perfekt pas-
senden Sonden gegeniiber jener der Mismatch-Sonden).
Parallel dazu wurde tiber Mono- und Bis(azidomethyl)fluo-
rescein berichtet. Bis(azidomethyl)fluorescein zeigte den
hochsten Fluoreszenzanstieg (> 300-fach) nach Entfernung
des Quenchers und eine schnelle Templatreaktion mit gutem
Umsatz (8Zyklen mit 10% Templat; 53Zyklen mit 0.1 %
Templat). Eine ausfiihrliche kinetische Analyse der Reaktion
ergab, dass die effektive Kinetik 1. Ordnung vergleichbar mit
der Hybridisierungsgeschwindigkeit war, was vermuten lief3,
dass bei der untersuchten Konzentration (50 nm) die Hy-
bridisierung anstelle der Reduktion der geschwindigkeitsbe-
stimmende Schritt ist. Dies stimmt mit fritheren Beobach-
tungen iiberein, wonach der Abstand der Reaktanten (und
somit der Priorganisationsgrad und die effektive Molaritit)
bei Templat-gestiitzten Staudinger-Reaktionen nur méBig
wichtig ist, bei einem optimalen Abstand von 2-4 Nucleoba-
sen zwischen den Hybridisierungsstellen."® % Die Templat-
gestiitzte Reduktion von Bis(azidomethyl)fluorescein war zur
Erkennung von ribosomaler und messenger-RNA geeignet.
Die Permeation der Membran mit Streptolysin O (SLO),
einem porenbildenden Peptid, wurde genutzt, um DNA-ba-
sierte Sonden einzufiihren, und die Detektion erfolgte tiber
Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie (zweifa-
cher Anstieg der Fluoreszenz fiir mRNA und zehnfacher
Anstieg fiir rRNA). Dieselbe Methode wurde verwendet, um
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Lasso-RNA (LaRNA), eine 2/, 5'-verzweigte Verkniipfung in
Gruppe-II-Introns und SpleiBosomen, nachzuweisen.'”!] Die
verzweigte Geometrie nihert ansonsten entfernt voneinander
befindliche Nucleinsduresegmente einander an. Mit Sonden,
die auf diese Segmente gerichtet sind, und der Templat-ge-
stiitzten Staudinger-Reduktion konnte LaRNA in vitro mit
hoherer Genauigkeit detektiert werden als beim analogen
Ansatz mit Fluorophoren, die ein FRET-Signal aussenden;
wegen der Templat-Turnover-induzierten Signalverstarkung
wurden Nachweisgrenzen von bis zu 50 pm erreicht. Die
Templat-gestiitzte Staudinger-Reaktion mit dem Fluorophor
mit stirkster Rotverschiebung nutzt Bis(azido)naphthorho-
damin und liefert ein Fluoreszenzsignal bei 655 nm. Anders
als beim Azidorhodamin-Fluorophor wurde die Reduktion
mit Triphenylphosphankonjugat nicht durch die Bildung
einer stabilen Aza-Ylid-Zwischenstufe beeintrachtigt, wenn
auch die mogliche Signalverstirkung wegen des Templat-
Turnovers bei diesem Fluorophor nicht untersucht wurde.'”
Die Kombination von Reduktion an Azidorhodamin- und
Bis(azido)naphthorhodamintemplaten fand Verwendung fiir
eine Zwei-Farben-Aufnahme zweier Template, die sich in
einem einzelnen Nucleotid unterscheiden.

Als Alternative zur Umwandlung von Profluorophoren
durch Azidreduktion wurden zwei Linker entwickelt, die
durch  Azidreduktion  gespalten = werden  (Abbil-
dung 15.2).112114 Im ersten Bericht wurde eine benzylische a-
Azidoether-Verkniipfung verwendet, die durch Reduktion in
einen Benzylalkohol und Aldehyd gespalten wird. Dieser
Linker verband einen Quencher (Dabsyl) mit einem Fluo-
rescein-markierten DNA-Strang und wurde in einer Tem-
platreaktion mit einem zweiten DNA-Strang, der mit Tri-
phenylphosphan derivatisiert war, effizient gespalten. Die
Reaktion war hinsichtlich Geschwindigkeit und Turnover
vergleichbar mit den oben besprochenen Reaktionen, die
Azid-basierte Profluorophore verwenden. Durch Einbau
eines zweiten Fluorophors (TAMRA), der mit Fluorescein
einen FRET ergab, war die Entwicklung eines Zwei-Farben-
Detektionssystems moglich, das eingesetzt wurde, um zwei
Bakterienstamme auf Grundlage ihrer rRNA-Sequenz zu
unterscheiden, wie bereits mittels Quencher-Verdrangungs-
Ligations-Chemie gezeigt wurde (Abbildung 6.1).”% Diese
Methode wurde auch genutzt, um das Produkt einer Rolling-
Circle-PCR zu ermitteln, was wiederum durch miRNA-ge-
stiitzte nucleophile Cyclisierung einer linearen Sonde mit
einem 5'-I- und einem 3'-OPO,S -Rest ermoglicht wurde.™
Nach dieser Methode konnte auch dsDNA unter Verwendung
von Sequenzen eines Polypurin-Pyrimidin-Duplex, die be-
kanntermaBen an Triplex-Strukturen beteiligt sind, detektiert
werden."™! Eine Einschrinkung bei der benzylischen a-Azi-
doether-Verkniipfung besteht darin, dass eine verldngerte
Inkubation im Puffer zu partieller Hydrolyse fiihrt, besonders
bei >50°C. Ein Weiterentwicklung dieser Methode war die
Verwendung von DNA-Sonden, die mit zwei Azid-gebunde-
nen Quenchern derivatisiert waren. Fiir diesen Ansatz waren
zwei aufeinanderfolgende Templatreaktionen erforderlich,
um Fluorophor und Quencher zu trennen; dies verbesserte
das Signal/Rausch-Verhiltnis und die Sequenzspezifitit der
Reaktion auf die Werte, die mithilfe von Verdridngungsreak-
tionen erreicht wurden (Abbildung 8)."'! Unter Verwendung
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eines  Fluorophors mit rotverschobener  Emission
(Quasar 670), der im nahen Infrarot emittiert, zusammen mit
einem Black-hole-Quencher (BHQ), wurde parallel dazu
eine > 200-fache Steigerung des Signal/Rausch-Verhiltnisses
erzielt.'"”! Die Niitzlichkeit dieser neuen Fluorophor/Quen-
cher-Paarung wurde durch Abbildung von rRNA in Bakte-
rien demonstriert.

Die zweite Strategie zur Kombination von Azidreduktion
und Linkerspaltung besteht in der 1,6-Eliminierung eines 4-
Azidobenzylcarbonats
oder -carbamats (Abbil-
dung 15.2), die zur Freiset-
zung eines Alkohols, Phe-
nols, Amins oder Anilins
filhrte."'” Damit konnte
durch  Templat-gestiitzte
Azidreduktion eine breite
Vielfalt an kleinen Mole-
kiilen mit unterschiedlicher
Funktion, wie Estradiol
(ein Transkriptionsfaktor-
Agonist), Doxorubicin (ein

® s

Zellgift) und Rhodamin ®
(ein Fluorophor) freige- HNOC
g
setzt werden. In allen Pyropheophorbid-
konjugat

Fillen wurde die biologi-

sche oder fluorogene
Funktion der Molekiile
durch einen Carbonat-

oder Carbamatlinker gehindert. Die Spaltung der Linker
verlief schnell (¢;,, < 21 min), und nach 30 min Inkubation mit
50% Templat wurde eine anndhernd quantitative Templat-
vermittelte Freisetzung des Estradiols nachgewiesen.

Trotz der beeindruckenden Erfolge der Templatchemie
mithilfe der Staudinger-Reaktion ist die Reaktion infolge der
Oxidationsneigung des Phosphans begrenzt — besonders bei
den bendétigten Verdiinnungen, bei denen kleine Mengen an
gelostem Sauerstoff maBgeblich sind. In der Praxis wurde das
Problem umgangen, indem ein Uberschuss an Phosphan-
konjugaten eingesetzt wurde. Der Nachweis, dass die Tem-
plat-gestiitzte Azidreduktion katalytisch mithilfe einer Ru-
thenium-photokatalysierten Reduktion durchgefiihrt werden
kann, bietet eine vielversprechende Alternative (Abbil-
dung 11.10).?*1 Anders als die Templat-gestiitzte Staudinger-
Reaktion lief diese Reaktion mit lediglich 2% an Rutheni-
umsonde und Templat ab und ergab fiir die Spaltung des
Azid-basierten Linkers oder die Reduktion des Azidocuma-
rins dhnliche Reaktionsgeschwindigkeiten (Abbildung 15.2).
Da die Reaktion durch Photoanregung der Rutheniumsonde
aktiviert wird, sind eine zeitliche Steuerung der Reaktion
sowie die Mischung beider Sonden in hohen Konzentrationen
ohne Hintergrundreaktion moglich. Kiirzlich wurde diese
Reaktion in einem konzeptionell &hnlichen Aufbau zum
Nachweis von Proteinoligomeren eingesetzt.'*! Dazu wurden
Liganden, die auf oligomere Proteine abzielen, mit dem im-
molativen Linker und Rutheniumreagens derivatisiert und in
Reaktionsreichweite der Proteinbindung gebracht. Die Re-
aktion konnte zum Nachweis von Proteinoligomeren in
Zellen verwendet werden.
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4.8. Anwendung der Templat-gestiitzten 'O,-Bildung und
Photoentschiitzung

Die Arbeitsgruppen von Gothelf und Mokhir untersuch-
ten die Nucleinsiure-kontrollierte Bildung von 'O,. Die erste
Arbeit nutzte einen 'O,-Sensibilisator (Pyropheophorbid),
der durch einen BHQ-derivatisierten komplementéiren
Strang gequencht wurde (Abbildung 16). In Gegenwart eines
DNA-Analyten wurde der Sensibilisator freigesetzt und

< 8. =

nichtfluoreszierendes
Produkt

TR
g Z cl
O COOH

Br Br
HO O (0] ! o
Br Z Br
CONH
Oy

Eosinkonjugat

e 5@5@,\, N

OH

Abbildung 16. DNA-kontrollierte Bildung von Singulettsauerstoff. PS = Photosensibilisator, Q = Quencher.

konnte die Bildung von 'O, photokatalysieren.™” Das all-
gemeine Konzept hat mogliche Anwendungen fiir therapeu-
tische und bildgebende Agentien. Die Zytotoxizitiit von 'O,
wird in der photodynamischen Therapie genutzt. Die be-
schriebene Methode konnte diese Therapieform auf Zellen
mit einer bestimmten Nucleinsduresequenz beschrinken.
Dies wurde in einer Machbarkeitsstudie demonstriert, in
deren Rahmen auf rRNA gerichtete Nucleinsduresonden in
durch SLO permeabilisierte Zellen eingefiihrt wurden. Bei
dieser Studie wurde ein stabilerer, Indium-basierter Sensibi-
lisator verwendet, und die Bildung von 'O, wurde mit einem
fluoreszierenden Scavenger sichtbar gemacht.'”®! In-vitro-
Experimente zeigten eine > 6000-fache Konzentration von
'0, relativ zum Sensibilisator. Eine kurze Inkubationszeit
(>30 min) veranlasste rRNA-gerichtete Sonden zur Bildung
von '0,, eine randomisierte Sequenz tat dies nicht. Dennoch
fithrte die metabolische Instabilitdt der Sonden bei ldngerer
Inkubationszeit zu unterschiedsloser 'O,-Bildung. Spéter
wurde beschrieben, dass auch Eosinkonjugate als Sensibili-
sator fiir die Bildung von 'O, geeignet waren, das wiederum
Dichlorfluorecin zu seinem fluoreszierenden Produkt oxi-
dierte (Dichlorfluorescein).®®! Da dieses Produkt die Oxi-
dation seiner Vorstufe photokatalysieren kann, hat die Re-
aktion das Potenzial zur Autokatalyse.

Uber die Nucleinsidure-Erkennung hinaus bietet die Pro-
grammierbarkeit der Hybridisierung eine einzigartige Platt-
form fiir die Entwicklung dynamischer Systeme mit beson-
derem Verhalten. Strangverdringungsstrategien wurden um-
fassend zur Entwicklung von Logikgatter-Operationen ge-
nutzt. Die Templat-gestiitzte Photofreisetzungsreaktion
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Abbildung 17. Anwendung der Templat-gestiitzten Photospaltung in dynamischen Systemen mit nichtlinearer Reak-

tion. (siehe Abbildung 11.11 fuir chemische Strukturen).

(Abbildung 11.11) wurde verwendet, um das Verhalten eines
Systems mit mehreren Komponenten, die um gegenseitige
Wechselwirkungen konkurrieren, zu untersuchen (Abbil-
dung 17).'*! Ein System, das aus bis zu vier Komponenten
mit einer vordefinierten hierarchischen Wechselwirkung be-
steht, wurde mit profluoreszierendem Rhodamin als Anzeige
erforscht. Alleine eingesetzt erzielten die ersten beiden
Komponenten (der photolabile und der Sensibilisatorstrang)
ein positives Ergebnis. Die Zugabe einer dritten Komponente
(ein Quencherstrang) mit hoherer Affinitdt zum photolabilen
Strang als zum Sensibilisator beendet die Photospaltung.
Durch Zugabe des vierten Strangs, der vollstindig komple-
mentir zum dritten Strang ist, wird der Quencher entfernt
und Photospaltung wieder ermoglicht. Jedoch verdriangt ein
Uberschuss dieses vierten Strangs den Sensibilisator von
seiner Wechselwirkung mit dem photolabilen Strang und
beendet die Reaktion. Insgesamt reagiert das System erst
positiv und anschlieBend negativ auf die Zugabe des vierten
Strangs. Dieses einzigartige Verhalten macht es fiir vier ver-
schiedene Logikoperationen geeignet: AND, NOT, XNOR
und NOR.

5. Ubersetzung von DNA in ein nichtnatiirliches
Polymer

Der bemerkenswerte Erfolg von In-vitro-Selektionsme-
thoden wie Phagendisplay!"®! und SELEX“" beruht auf der
Nutzung iterativer Selektions- und Amplifikationszyklen. Bis
vor einiger Zeit war dieser Ansatz wegen fehlender Metho-
den zur Vervielfiltigung synthetischer Polymere auf Biopo-
lymere beschrénkt. Liu et al. entwickelten zwei komplemen-
tire Strategien zur Losung dieses Problems: eine DNA-ge-
stiitzte Kondensation von PNA-Fragmenten durch reduktive
Aminierung!'*! und DNA-gestiitzte Auffiillung der Basen
des PNA-Riickgrats durch Acylierung oder reduktive Ami-
nierung!'*! (Abbildung 18.1 und 2).

Der erste Ansatz baut auf der Pionierarbeit von Lynn
et al. zur Templat-gestiitzten reduktiven Aminierung auf,®!+!
um tetramere und pentamere PNA-Aldehyd-Bausteine, die
eine oder mehrere Seitenketten an verschiedenen Positionen
innerhalb des Bausteins enthalten, zu kondensieren. Die
einleitende Iminkondensation ist hochreversibel und sollte
die Anordnung des vollig komplementdren synthetischen
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Oligomers  vorantrei-
ben, das nachfolgend
reduziert wird, um die
Sequenz zu schliefen
(Abbildung 18.1). Auf
diese Weise wurde eine
40-mere PNA, in der
24 PNA-Nucleotide
Modifikationen der
Seitenketten aufwiesen,
in einer Gesamtaus-
beute von 66-90% ge-
bildet."l Dies ist das
erste  Beispiel einer
nichtenzymatischen
Translation einer Nucleinsduresequenz in ein mit verschie-
denen Seitenketten funktionalisiertes, synthetisches Polymer
und erhoht die Moglichkeit, durch Selektions- und Amplifi-
kationszyklen synthetische Polymere mit funktionalen Fi-
genschaften zu entdecken. Um die Realisierbarkeit dieses
Ansatzes zu belegen, wurden 4.3 x 10 DNA-Template in ihre
synthetischen Polymere iibersetzt und von ihrem Templat
abgelost, damit die synthetischen Polymere einzelne Sekun-
diar- und Tertidrstrukturen bilden konnten; die Polymere
wurden anschlieend fiir Streptavidinbindung selektiert. Der
Zyklus wurde sechsmal wiederholt und ergab eine 10°-fache
Anreicherung eines Templats, das fiir eine biotinylierte PNA
codiert.['*!

Der zweite, von Liu et al. entwickelte Ansatz beruhte auf
dem Aulffiillen von Basen. In Pilotstudien wurden PNA-Du-
plexe mit ein bis zwei abasischen Stellen mit den vier Nuc-
leobasen-Aldehyden oder aktivierten Sduren unter redukti-
ven Aminierungsbedingungen bzw. DMTMM (Carbonsiure-
Aktivierung) inkubiert (Abbildung 18.2)."*! Die reduktive
Aminierung einer einzelnen abasischen Stelle ergab eine
hohere Ausbeute (>87%) und Selektivitdt (>7:1) fir die
komplementidre Nucleobase. Mehrere oder einzelne abasi-
sche Stellen an den Sequenzrindern lieferten geringere
Ausbeuten und Spezifitiat. Die hohere Effizienz der redukti-
ven Aminierung gegeniiber jener der Acylierung mag durch
die vorteilhafte, reversible Bildung einer Iminiumzwischen-
stufe bedingt sein, im Unterschied zur ungiinstigen sterischen
Verdichtung des aktivierten Esters bei der Acylierungsreak-
tion.

Ghadiri et al. beschrieben gleichzeitig eine alternative
Strategie zur Basenauffiillung iiber eine Thioumesterung von
Thioester-PNA (tPNA; Abbildung 18.3).11 Die tPNA ord-
nete sich effizient selbst durch eine reversible, kovalente
Verankerung am Oligo(dipeptid)-Riickgrat an und ging als
Reaktion auf wechselnde Template dynamische Sequenzmo-
difizierungen ein. Dieses neuartige PNA-Oligomer paart sich
selbst mit seiner komplementidren Sequenz sowie gekreuzt
mit DNA und RNA durch Watson-Crick-Hybridisierung. Es
wurde gezeigt, dass ein pentameres tPNA-Riickgrat durch
Thioumesterung mit Adenin in Gegenwart von polyT in 89 %
Ausbeute und mit > 8-facher Selektivitat fiir die Adenin-
Nucleobase acyliert wurde. Zudem passte sich eine tPNA mit
gegebener Sequenz in Gegenwart eines komplementédren
DNA-Templats zu einer neuen Sequenz an. Die tPNA kom-

Rho: Rhodamin

PL: photolabile Gruppe
Q: Quencher (Dabsyl)
S: Sensibilisator
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Abbildung 18. Ubersetzung von DNA und PNA in synthetische Polymere.
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biniert die Basenpaarwechselwirkungen von Oligonuclein-
sduren mit den Seitenkettenfunktionalititen von Peptiden
und Proteinen. Ein Nachweis der Féhigkeit, mehrere Re-
plikationszyklen zu durchlaufen, ohne die Sequenzintegritét
der tPNA-Oligomere zu beeintrdchtigen, erfolgte jedoch
nicht.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Im letzten Jahrzehnt wurden viele Oligonucleotid-ge-
stiitzte Reaktionen beschrieben. Dieses wachsende Reper-
toire hat die Entwicklung effizienter Anwendungen zur
Ubersetzung von Nucleinsiureinformationen in diverse
Sammlungen kleiner Molekiile, synthetischer Oligomere und
funktionaler Nanomaterialien oder zur Freisetzung von
Fluorophoren oder bioaktiven Molekiilen ermoglicht. Im
letztgenannten Fall wurde gezeigt, dass zelluldre Nuclein-
sduren (rRNA, mRNA oder miRNA) verwendet werden
konnen, um Reaktionen in lebenden oder intakten Zellen an
einem Templat ablaufen zu lassen. Weiterhin liefern einige
Reaktionen verlésslich Informationen iiber Sekundirstruk-
turen wie G-Quadruplexe, Haarnadelstrukturen oder Lasso-
Verzweigungen. Die letzten fiinf Jahre waren von der Ent-
wicklung etlicher neuer Systeme geprigt, die Templat-ge-
stiitzte Transformationen anstatt Templat-gestiitzter Ligatio-
nen nutzen und den Templat-Turnover stark erleichtern. Die
mit dem Templat-Turnover einhergehende Amplifizierung
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war fiir die Nucleinsdure-Erkennung besonders niitzlich. Zur
gleichen Zeit wurden zwei Systeme entwickelt, die reversibel
auf Nucleinsduretemplate reagieren und neue Moglichkeiten
fir dynamische Antworten bieten. Zudem wurden tiiber
Templatreaktionen Nucleinsdureverkniipfungen zugénglich
gemacht, die mit den enzymatischen Reaktionen der Mole-
kularbiologie nicht moglich wiren. Diese neuartigen Ver-
kniipfungsstellen konnten die Grenzen der DNA-basierten
Nanotechnologie erweitern. Auch wenn alle diese Reaktio-
nen geplant wurden, um auf ein Nucleinsduretemplat zu
reagieren, wurden nun mehrere Reaktionen beschrieben, die
einen zweiten Ausloser wie Oxidation oder Licht benétigen.
Diese Reaktionen wurden ebenfalls genutzt, um Netzwerke
mit einzigartigen Verhaltensweisen als Antwort auf wech-
selnde Nucleinsduresignale zu gestalten. Zweifelsohne
werden diese Entwicklungen neue Anwendungen inspirieren.
Zwar bieten Nucleinsduren eine vielversprechende Plattform
fiir die Entwicklung solcher Reaktionen, doch ist klar, dass
die durch Nucleinsdure-gestiitzte, supramolekulare Anord-
nungen erreichte, hohe effektive Konzentration in andere
supramolekulare Systemen eingefiihrt werden wird.

7. Addendum (21. Mai 2013)

Seit der Einreichung dieses Aufsatzes sind die folgenden
wichtigen Beitrdge veroffentlicht worden:
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1. Die Templat-gestiitzte Reduktion von Azidorhodamin
(Abbildung 15.1) wurde dazu verwendet, das Spleien von
pra-mRNA in vitro zu detektieren.!'*”

2. In einer Erweiterung der Azid-basierten immolativen
Linker aus Abschnitt 4.7 (Abbildung 15.2) verwendeten
Shibata et al. eine Nucleinsdure-gestiitzte Reaktion zur
Demaskierung der Funktion eines Molekiils, das Protein-
expression induziert.!'**!

3. Die Templat-gestiitzte Reduktion Azid-basierter immo-
lativer Linker durch Photokatalyse mit Rutheniumkonju-
gaten (Abbildungen 11.10 und 15.2) gelang in lebenden
Zellen; sie ergibt hohe Turnover (>4000) und erméglicht
so eine Detektion bis hinab zu 5 pm des Templats.!'*

4. Polylysin-Polydextran-Copolymere vom Kammtyp erho-
hen den Turnover bei Templat-gestiitztem NCL-Fluoro-
phortransfer (Abbildung 12).1

5. Ein 'O,-Sensibilisator (Abbildung 11.12) wurde dazu ver-
wendet, einen Linker auf Templat-gestiitzte Weise zu
spalten und so einen Fluoreszenzfarbstoff freizusetzen.['>!

6. Templat-gestiitzter =~ NCL-Fluorophortransfer ~ (Abbil-
dung 12 ist moglich mit dsDNA, die durch PCR erhalten
wurde.[*?

7. Enzymfreie Translation von DNA in diverse synthetische
Polymere von bis zu 26 kDa wurde erreicht.['’]

8. Templat-gestiitzte Reduktion von Azidorhodamin (Ab-
bildung 15.1) gelang mithilfe von homo-DNA >4

8. Abkiirzungen

Bodipy 4,4-Difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen

Bpy 2,2-Bipyridin

CuAAC Kupfer-katalysierte Azid-Alkin-Cyclo-
addition

Dabsyl Dimethylaminoazobenzolsulfonamid

DMTMM 4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-me-
thylmorpholiniumchlorid

dsDNA doppelstrangige DNA

DTS DNA-gestiitzte Synthese

DTT Dithiothreitol

ELISA Enzym-gekoppelter Immunassay

FRET Forster-Resonanzenergietransfer

LED Leuchtdiode

PNA Peptidnucleinséure

NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat

NCL native chemische Ligation

NHS N-Hydroxysuccinimid

NPPOC 2-(2-Nitrophenyl)propyloxycarbonyl

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Phen Phenanthrolin

SLO Streptolysin O

SNP Einzelnucleotid-Polymorphismus

ssDNA einzelstringige DNA

TAMRA Tetramethylrhodamin

Wir danken allen Mitarbeitern, die zu unserer Arbeit im Be-
reich der programmierten Anordnungen und Templatreaktio-
nen beigetragen haben; Dank gilt auch den Forderinstitutionen
(HFSP, ERC, FRC, IUF). K.G. dankt dem Boehringer Ingel-
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heim Fonds fiir ein Forschungsstipendium. Dieser Aufsatz soll
nicht umfassend sein, vielmehr soll er neueste Arbeiten her-
vorheben; fiir Auslassungen bitten wir daher um Verstindnis.

Eingegangen am 20. Oktober 2012
Online veroffentlicht am 12. Juni 2013
Ubersetzt von Dr. Margit Knauer, Bensheim
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