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Wir beschreiben in diesem Kurzaufsatz die Synthese, Eigenschaften
und Anwendungen von kiinstlichen genetischen Systemen, die aus
Basenpaaren bestehen, die linger sind als die Basen der natiirlichen
Watson-Crick-Architektur. Derartige Systeme werden von mehreren
Arbeitsgruppen untersucht, um fundamentale chemische Fragen be-
ziiglich der Funktion der genetischen Speichersysteme und somit des
Ursprungs und der Entwicklung des Lebens zu erforschen. Bei-
spielsweise, ist die irdische DNA-Struktur die einzig mogliche oder
konnen andere Architekturen genauso funktionieren? Das Arbeiten
jenseits der Beschrinkungen der Purin-Pyrimidin-Geometrie ermog-
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licht mehr chemische Flexibilitit im Design, und die zusitzliche Groffe ~ Metall-vermittelten  Basenpaaren

und Basenpaaren mit wechselndem

erginzt das System um niitzliche Eigenschaften wie hohe Bindungs-
affinitit, Helix-Stabilitit sowie Fluoreszenz. Diese Eigenschaften sind
niitzlich fiir die Untersuchung von fundamentalen biochemischen

Wasserstoffbriickenmotiv.!”!
Eine spezielle Rolle in diesem
Zusammenhang nimmt das Konzept

12728  Wiley Online Library

Fragestellungen sowie fiir die Entwicklung neuer biotechnologischer, — 9¢
biomedizinischer und nanostruktureller Werkzeuge und Methoden.

1. Einleitung

Die chemische Synthese komplexer modifizierter Bio-
molekiile ermoglicht die Entwicklung von Werkzeugen fiir
die Untersuchung grundlegender Fragestellungen beziiglich
der Evolution und der Funktionen von lebenden Systemen.
Sie kann somit als eine wichtige Teildisziplin der syntheti-
schen Biologie betrachtet werden, einem interdisziplindren
Feld, das Chemiker, Biologen und Biotechnologen zusam-
menbringt, um biologische Systeme zu entwerfen und aufzu-
bauen.! Aufgrund ihrer fundamentalen Bedeutung in allen
Lebewesen sind Nukleinsduren und deren Modifikationen in
den Fokus vieler Forschungsgruppen geriickt. Zusitzlich zu
den in der Natur vorkommenden nicht-kanonischen Nu-
kleobasen® wurden bereits viele Beispiele fiir nicht-natiirli-
che Basen und Basenpaare beschrieben,’* inklusive Nu-
kleobasen-Strukturanaloga,'”! hydrophoben Basenpaaren,”!
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»size-expanded“ (vergroBerten,
gestreckten) Nukleobasen und ihr
Einbau in neue genetische Sets ein (fiir
frilhere Aufsdtze siehe Lit. [3,8]).
Neue genetische Sets konnen die fun-
damentalen chemischen Fragen des Lebens testen: ist die
Watson-Crick-DNA-Architektur” die einzig mogliche oder
konnen andere Systeme genauso funktionieren? Das Arbei-
ten auBlerhalb der Limits der Purin-Pyrimidin-Geometrie gibt
mehr Flexibilitdt im molekularen Design, um diese Fragen
anzugehen. Wie unten ausfiihrlich diskutiert wird, fithren die
groBeren Abmessungen gestreckter Nukleobasen zu niitzli-
chen Eigenschaften wie hohe Bindungsaffinitét, hohe Helix-
Stabilitdt und Fluoreszenz. Diese Eigenschaften sind inter-
essant fiir das direkte Bearbeiten von bioanalytischen Fra-
gestellungen, und sie sind moglicherweise auch niitzlich fiir
die Entwicklung neuer biotechnologischer Methoden. Meh-
rere Gruppen haben dieses Thema aufgegriffen und ver-
schiedene Konzepte fiir vergroerte/gestreckte genetische
Sets ausgearbeitet, die ,,grofer als normale“ Nukleobasen
und entsprechende Basenpaare enthalten. Diese Studien
werden in diesem Kurzaufsatz beschrieben und diskutiert.
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2. Synthese, Eigenschaften und Anwendungen von
vergrofierten Nukleobasen in DNA

2.1. Benzo-Homologisierung: xDNA und yDNA

Eine wichtige Strategie fiir das Vergroflern von Nukleo-
basen ist die Benzo-Homologisierung. Durch Addition eines
Phenylrings werden hierbei bicyclische Purine in 3-Ring-
Analoga und monocyclische Pyrimidine in bicyclische
Strukturen umgewandelt. Dieses Konzept wurde erstmals vor
ca. vier Jahrzehnten von Leonard eingefiihrt, der ,,gestreckte*
Analoga von Adenin und des entsprechenden Ribonukle-
osides synthetiserte.'”! Letzteres wurde zum Testen von ATP-
abhingigen Enzymen verwendet,'!l aber nicht innerhalb von
DNA untersucht (Leonard betrachtete es als zu grof fiir
DNA).

Inspiriert durch diese Arbeiten hat unsere Gruppe ein
komplettes Set benzo-homologisierter Desoxyribonukleoside
(,xDNA*) entworfen und untersucht.!'” Diese Benzo-Ho-
mologisierung fiihrt zu einer Streckung der Nukleobasen um
2.4 A. Abbildung 1 A zeigt die Strukturen dieser gestreckten
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Abbildung 1. A) Die gestreckten xDNA-Nukleoside 1-4 im Vergleich zu
den natiirlichen Nukleosiden; B) raumfiillende Modelle der gestreckten
Nukleobasen mit den berechneten elektrostatischen Potentialen, ge-
kennzeichnet auf der Oberfliche (rot zeigt negatives Potential und
blau positives). Widergabe mit Genehmigung nach Lit. [12].
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Nukleoside dxA, dxT, dxG und dxC (1-4) im Vergleich zu den
natiirlichen Nukleosiden dA, dT, dG und dC. Abbildung 1B
zeigt raumfiillende Modelle der gestreckten Nukleobasen mit
den auf den Oberflichen gekennzeichneten berechneten
elektrostatischen Potentialen. Wichtig hierbei ist, dass die vier
Strukturen analoge Liangen und Winkelverschiebungen in
den Wasserstoffbriickenseiten der Nukleobasen haben, wo-
durch bei Basenpaarung die Bildung reguldrer Helix-Kon-
formationen begiinstigt wird. Des Weiteren behalten sie —
aufgrund ihrer vorhandenen &dhnlichen elektrostatischen La-
dungen — ihr eigentliches H-Briicken-Potential und paaren so
normal mit komplementiren Nukleobasen (siche unten).'”

Verfahren zur Herstellung von 1, 2, 3 und 4 sowie der
entsprechenden Phosphoramidite wurden fiir die automati-
sierte Festphasensynthese entwickelt. Im Folgenden werden
diese nur in Kiirze beschrieben: Fiir die Synthese von dxA (1)
wurde die modifizierte Nukleobase 5 an Chlorzucker 6 ge-
kuppelt, gefolgt von der Umwandlung zu Nukleosid 1, wel-
ches in das entsprechende Phosphoramidit (1-PA; fertig fiir
die Festphasen-Oligonukleotidsynthese) umgewandelt wird
(Schema 1). Fiir die Synthese von C-Glykosid dxT (2) wurde
der iodierte Heterocyclus 7 mittels Heck-Chemiel™! an Ver-
bindung 8 gekuppelt, gefolgt von der Entschiitzung zu 2 und
der Synthese von 2-PA. Auch 4-PA kann aus 2 hergestellt
werden (Schema 1B). Die Herstellung von dxG (3) und 3-PA
wird mit der gestreckten Nukleobase 9" bewerkstelligt
(synthetisiert in fiinf Schritten), die mittels Vorbriiggen-Gly-
kosylierung™ an das Ribosederivat 10 gekuppelt wird (ge-
folgt von einer reduktiven Entfernung der 2-OH-Gruppe;
Schema 1C).["%

Das xDNA-Design beinhaltet die Paarung einer benzo-
homologisierten Base mit einer komplementéren ,,normalen*
Base in jedem Basenpaar, was einen komplett gestreckten
Duplex ergibt, der aus acht genetischen Buchstaben anstatt
den vier standardisierten besteht. Um diese Anordnung zu
untersuchen, wurden die XxXDNA-Phosphoramidite in viele
verschiedene Oligonukleotide in Lingen von bis zu 20 Nu-
kleotiden eingebaut, die entweder nur die gestreckten Mo-
nomere oder sowohl xXDNA als auch natiirliche DNA-Mo-
nomere enthielten (Abbildung 2 A). Mit diesen Oligonukle-
otiden wurde eine grofle Vielfalt von thermodynamischen
und photophysikalischen Studien durchgefiihrt. Die vier
xDNA-Basen sind stark fluoreszierend, mit Emmisionsma-
xima bei 380-410 nm. Interessanterweise kann sich bei
Gruppierung nebeneinander die Emission drastisch dndern,
abhéngig von der Lénge der Oligomere, der Hybridisierung
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Schema 1. Synthesen der gestreckten Nukleoside und Phosphoramidite fiir die DNA-Festphasensynthese.'d
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Abbildung 2. A) Struktur der Basenpaare der gestreckten Nukleobasen
mit den natiirlichen Nukleobasen. B) Struktur von getreckter DNA
(xDNA) im Vergleich zur natiirlichen DNA. C) Thermische Denaturie-
rungskurve einer gestreckten Helix mit der selbstkomplementaren Se-
quenz d(xATXAXATXATTXAT (Kontrolle d (ATAATATTAT)), die eine héhere
Stabilitit im Vergleich zu einem analogen natiirlichen DNA-Duplex
zeigt. D) 2D-NMR-Spektrum, das die Struktur bestitigt (IUPAC-Stan-
dardnummerierung). Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [12].
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und der genauen Zusammensetzung."”! Diese Experimente
eroffnen eine Vielzahl an Moglichkeiten, wie die expandier-
ten DNA-Basen (alleine und in Oligomeren) als niitzliche
Werkzeuge bei biophysikalischen Analysen und biotechno-
logischen Anwendungen verwendet werden konnten.!'?

Computergestiitzte Studien haben bereits die Urspriinge
der optischen Absorptionsspektren der xDNA-Basen er-
klart!' sowie weitere Details beziiglich ihrer Fihigkeiten, H-
Briicken zu bilden und sich zu stapeln."”! Zeitabhingige DFT-
Rechnungen haben die Anderungen der Grenzorbitale, die
durch den zusétzlichen aromatischen Ring induziert werden,
deutlich gemacht. Die Hyperchromie — resultierend aus den
Stapelwechselwirkungen — ist den Berechnungen zufolge in
gestapelten xG-C und xA-T stdrker ausgeprégt als bei na-
tiirlichen G-C- und A-T-Paaren. Es wurden zudem Berech-
nungen zur elektronischen Struktur in doppelstringiger
xDNA durchgefiihrt, die zeigten, dass XDNA eine kleinere
n—*-Liicke hat als natiirliche DNA, was xXDNAs zu inter-
essanten Kandidaten fiir effizienten positiven und negativen
Ladungstransport und somit fiir Nanodraht-Anwendungen
macht.'8! Die Wechselwirkungen zwischen gestrecktem
Guanin (xG) und verschiedenen Gold-Nanoclustern wurde
kiirzlich mittels DFT untersucht.'”) Die Analyse der lokalen
Aromatizitdten enthiillte relevante Unterschiede im aroma-
tischen Charakter der einzelnen xDNA-Basen.*”)

Mehrere Studien wurden mit einzelnen xDNA-Basen
durchgefiihrt, um die sterischen und elektronischen Effekte
der zusitzlichen GroBe zu untersuchen.” Zum Beispiel ha-
ben Untersuchungen beziiglich der Stapelung der xDNA-
Basen gezeigt, dass die benzo-homologisierten Basen we-
sentlich starker stapeln als ihre natiirlichen Gegenstiicke, was
wahrscheinlich auf die grofSere Kontaktoberfliche und die
starkere Polarisierbarkeit und Hydrophobie zuriickzufiihren
ist. Bei Platzierung in doppelstringiger natiirlicher DNA
wirken einzelne Substitutionen von xDNA-Basen sterisch
destabilisierend, was jedoch aufgehoben wird, wenn mehrfa-
che benachbarte Substitutionen vorliegen. Dennoch werden
trotz der lokalen Riickgrat-Spannung offensichtlich immer
noch Watson-Crick-Basenpaare an den DNA-xDNA-Ver-
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bindungsstellen ausgebildet. Die energetischen Kosten der
2.4-A-Streckung eines isolierten Basenpaares wurden auf 1—
2 kcalmol ™' berechnet.?"

Die durchgingige Paarung von gestreckten Basen mit
kanonischen Basen in Helices resultiert in einer stabilen,
doppelhelikalen, antiparallelen xXDNA-Struktur. Viele Un-
tersuchungen haben diese Helix-bildenden Eigenschaften
und Strukturen der xXDNA aufgezeigt (Abbildung 2 B-D).*
Diese beinhalten NMR- und UV-Spektroskopie, Stochiome-
trieermittlung, Zirkulardichroismus(CD)-Spektren, Priifung
der Abhingigkeit von der Ionenstdrke und thermodynami-
sche Messungen sowie Simulationen der molekularen Dyna-
mik.”! xDNA is aufgrund der verstirkten Stapelung der
vergroflerten Basenpaare fast immer wesentlich stabiler als
natiirliche DNA einer analogen Sequenz. Die Struktur ist
dhnlich derjenigen von B-DNA, mit analoger Paarung und
Zucker-Konformationen. Interessanterweise benotigt der
groBBere Durchmesser ca. 12 Basenpaare pro 360°-Drehung,
im Vergleich zur natiirlichen DNA mit 10.5 Paaren. Ther-
modynamische Studien bestétigten, dass xXDNA sensibler
gegeniiber Einzelbasen-Fehlpaarungen ist, wobei sie eine
gleiche Selektivitit wie natiirliche DNA zeigt.’! Somit ver-
hilt sich xDNA als ein selbst-assoziierendes System gleich
oder sogar optimierter als natiirliche DNA, was zeigt, dass
xDNA vom chemischen und physikalischen Standpunkt aus
als ein kiinstliches genetisches System funktionieren kann.

Als nichstes fokussierte man sich auf biochemische und
biologische Fragen: Kann die Information, die in xDNA-Se-
quenzen gespeichert ist, zuverldssig kopiert werden? Wie
erwiahnt, besteht xXDNA aus acht Buchstaben, was eine au-
Bergewohnliche Dichte an Informationsspeicherung zur
Verfiigung stellt. Es wurden Studien beziiglich der Auslesung
von einfachen und mehrfachen xXDNA-Paaren durch das
Klenow-Fragment (Kf, ein sterisch festes Enzym der A-Fa-
milie) der DNA-Polymerase 1 und durch die Polymerase
Dpo4 von Sulfolobus solfataricus (einer flexiblen Polymerase
der Y-Familie) durchgefiihrt, um das Potential von benzo-
expandierter DNA beziiglich der Codierung und Ubertra-
gung von biochemischer Information zu iiberpriifen.*>%!
Meistens wihlten die Polymerasen den korrekt gepaarten
Partner” fiir jede xDNA-Base aus, allerdings mit geringerer
Effizienz im Vergleich zu den natiirlichen Basen. Kinetische
Studien ergaben, dass das flexible Dpo4-Enzym im Hinblick
auf das Extendieren der vergroflerten Paare wesentlich effi-
zienter als Kf war, und weitere Untersuchungen zeigten, dass
Dop4 in der Lage ist, bis zu vier aufeinanderfolgende xDNA-
Paare auf einer Vorlage korrekt zu synthetisieren. Abbil-
dung 3 zeigt die Ergebnisse fiir die Nukleosid-Insertion durch
Dpo4 (A), fiir die Nukleosid-Insertion durch Kf exo (B), die
Primer/Templat-Basenpaar-Verldngerung durch Kf exo (C)
und die Basenpaar-Verldngerung durch Dpo4 (D). Die Daten
legen nahe, dass fiir eine erfolgreiche Replikation von xDNA
und anderen vergroflerten Basenpaar-Konstrukten existie-
rende Polymerasen einerseits geeignet sind (wenn auch ein-
geschrinkt), dass aber andererseits auch die Verwendung von
mehreren Enzymen in Kombination oder das Auffinden und
Entwickeln von neuen Polymerasen hilfreich sein wird.

Als néchstes wurde das Kopieren von xXDNA durch Po-
lymerasen in lebenden Bakterien getestet. Ein ca. 7000 nt
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Phagengenom - konstruiert mit einzelnen xXDNA-Basen —
wurde in E. coli repliziert, das fiinf verschiedene DNA-Poly-
merasen enthélt, von denen einige flexible Polymerasen der
Y-Familie sind. Die Ergebnisse zeigten einen effizienten By-
pass einiger der xDNA-Basen.””) Dann wurden Tests durch-
gefiihrt, um zu sehen, ob xXDNA zur Codierung von einigen
Aminosduren des griin-fluoreszierenden Proteins verwendet
werden kann. Plasmid-DNA, die bis zu acht xXDNA-Basen
enthielt, wurde korrekt von zelluldren Polymerasen ausgele-
sen, was in griin-fluoreszierenden Bakterien resultierte.
Dies war das erste Beispiel fiir die Verwendung eines kiinst-
lichen genetischen Sets zur Codierung eines Phanotyps in
einem lebenden Organismus, und ein signifikanter Schritt aus
Sicht der synthetischen Biologie.

Synthesen und einige Replikationsstudien wurden auch
fiir ein verwandtes Strukturdesign mit dem Namen ,,wide
DNA*“ (yDNA) durchgefiihrt, das fiir die Nukleoside dyA,
dyT und dyC entwickelt wurde, um einen anderen Vektor der
Benzo-Extension zu haben (Abbildung 4 A).””) Bei mehreren
Sequenzen wurden hierbei hoch stabile doppelstriangige He-
lizes gebildet. Dies zeigt die Moglichkeit eines genetischen
Acht-Basen-Systems basierend auf der yDNA-Geometrie,
analog zur Entwicklung der xDNA. Messungen zu den
Fluoreszenzeigenschaften sowie zur Bindungsselektivitdt und
-Affinitit fiir yYDNA wurden ebenfalls durchgefiihrt.””!

Abbildung 4B zeigt den Blick auf die y-DNA-Struktur
von der groBen (links) und der kleinen Furche aus (rechts)
sowie die Strukturen von drei aufeinanderfolgenden Basen-
paaren in der yDNA, was deutlich die Paarungsgeometrie
und den Base-Base-Uberlapp beweist (rechts).

In Experimenten zur Amplifikation durch Polymerasen,
zur Klonierung und zur Genexpression von yDNA wurde
festgestellt, dass das Auslesen der yDNA durch Polymerasen
mit geringer Effizienz erfolgt. Es wurde auch ein starkes
Potential fiir Fehlpaarungen gefunden, hauptséchlich auf-
grund von y-yT und T-yC-Fehlpaarung. Dies ist somit anders
als bei xXDNA und riihrt wahrscheinlich von der unterschied-
lichen yDNA-Geometrie her, bei der leichter die Wobble-
Basenpaare gebildet werden konnen."!

Nach diesen Erfolgen bei der Benzo-Homologisierung
untersuchten wir, ob eine weitere ,,Streckung” der Basen
moglich ist. Somit wurden anfiangliche Experimente beziig-
lich der sogenannten Naphtho-Homologisierung durchge-
fiihrt.*Y Die doppelt erweiterten Naphthopyrimidine yyT und
yyC wurden durch Heck-Kupplung synthetisiert (Abbil-
dung 5A) und mittels Festphasenchemie in Oligonukleotide
eingebaut. Diese Desoxyribonukleoside sind fluoreszent und
haben Emissionsmaxima von 446 nm bzw. 433 nm. Daraufhin
wurden verschiedene Sequenzen mit mehrfachen Substitu-
tionen von yyT und yyC in Paarung mit gegeniiberliegendem
Adenin und Guanin gemischt und untersucht. Daten aus UV-
und FRET-Experimenten (Forster-Energietransfer) sowie
Quenching- und On-Bead-Hybridisierungsstudien zeigten,
dass mittels Selbstanlagerung in helikale Komplexe komple-
mentire ,,doublewide DNA“(yyDNA)-Striange mit einer 1:1-
Stochiometrie gebildet werden. Es wurden molekulare Mo-
delle konstruiert, um natiirliche B-Form-DNA-Dodekamere
mit yyDNA zu vergleichen, die aus yyT-A- und yyC-G-Paa-
ren besteht (Abbildung 5B, AMBER-Kraftfeld, Wasserkon-
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Abbildung 3. A-D) Vergleich der kinetischen Effizienzen und Selektivititen fur die xDNA-Basenpaar-Synthese bzw. xDNA-Basenpaar-Extension fiir
die Exo-Enzyme Dpo4 und Kf (Erklarung siehe Text). Unten: Primer:Templat-Strange, die fiir die Einzelnukleotidinsertions- und Einzelnukleotidex-
tensionsexperimente verwendet wurden. Wiedergabe nach Lit. [25] mit Genehmigung der Royal Society of Chemistry.

Abbildung 4. A) Struktur der drei synthetisierten yDNA-Nukleoside.
B) Modellierte Struktur der yDNA-Helix und -Basenpaare (Erkldrung
siehe Text). Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [29].
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tinuum). Die hypothetischen Basenpaarungsschemata sind
analog zur Watson-Crick-Basenpaarung, aber mit glykosidi-
schen C1’-C1’-Abstidnden, die um rund 45% auf 15.2 A er-
weitert sind. Das Hybridisierungsverhalten von yyDNA
wurden auf PEG-Polystryrol-Beads unter einem Epifluores-
zenzmikroskop getestet. In dieser Studie wurden zwei Sets
von Beads mit verschiedenen kovalent konjugierten DNA-
Oligonukleotiden vorbereitet, eine komplementdr zur
yyDNA-Sequenz 5-CCTTCTCC und die andere mit einer
willkiirlichen Kontrollsequenz. Das yyDNA-Oligomer wurde
mit den Beads inkubiert und anschlieend gewaschen. Digi-
tale Fluorezenzbilder (Abbildung 5C) zeigten einen signifi-
kanten Anstieg der Fluoreszenz fiir die sequenzkomplemen-
tdren Beads (d,f) im Gegensatz zum Hintergrund (b) und den
Beads mit den willkiirlichen Sequenzen (c,e). Diese Beob-
achtungen bestitigen eine sequenzselektive nichtkovalente
Bildung eines Komplexes zwischen den yyDNA-Oligonukle-
otiden und den komplementdren DNA-Sequenzen auf den
Polymer-Beads.
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Abbildung 5. A) Retrosyntheseschema fiir die Synthese der Naphtho-
homologisierten Desoxyribonucleoside yyT und yyC. B) Struktur von
yyDNA (rechts) verglichen mit natiirlicher DNA. C) Hybridisierungsstu-
dien auf PEG-Polystyrol-Beads (60 um). Erklarung siehe Text. Wieder-
gegeben mit Genehmigung nach Lit. [31].

Die yyDNA-Experimente haben ein neues, noch groferes
Limit fiir die GroBe von informationskodierenden Nuklein-
sdure-basierenden Systemen definiert. Eine detaillierte
Computeranalyse der verschiedenen Effekte, die aus der au-
Bergewohnlichen Struktur von yDNA und yyDNA resultie-
ren, wurde kiirzlich von Sharma et al. beschrieben.’? Eine
weitere ausfiihrliche theoretische Studie untersuchte den
wichtigen Punkt der Tautomerie.’® Naphtho-homologiertes
yyG und seine fiinf moglichen Tautomere wurden hierbei in
Bezug auf ihre elektronischen Uberginge untersucht, und die
Ergebnisse wurden mit denen von yDNA-Basen verglichen,
was interessante Effekte zeigte. Beispielsweise waren die
Absorptions- und Emissionsmaxima fiir yyG nach Losen in
Methanol blauverschoben, wihrend die Maxima der tauto-
meren Basen rotverschoben waren. Allgemein legen die
Fluorezenzeigenschaften von yyDNA im sichtbaren Bereich
deren Einsatz als Reporter fiir einen weiten Bereich von
analytischen Anwendungen nahe.

2.2. Purin-Purin-Basenpaare

Ein anderes wichtiges Beispiel fiir gestreckte Nukleoba-
sen sind die Purin-Purin-Basenpaare. Derartige Basenpaare
konnen — in der anti-anti-Konfiguration — grof3ere Abmes-

sungen als die Watson-Crick-Pyrimidin-Purin-Basenpaare
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annehmen. Wihrend diese Nukleobasen an sich nicht not-
wendigerweise , kiinstlich“ sind, spielt die Purin-Purin-Paa-
rung (Pu-Pu) aufgrund ihrer Bedeutung fiir den Ursprung des
Lebens eine besondere Rolle im ganzen Kontext der ver-
groferten Basenpaare. Die Untersuchung dieser nichtkano-
nischen Basenpaare ist von groem Interesse,’¥! da sie die
Frage aufwerfen, warum die genetische Information auf der
Erde in Purin-Pyrimidin-Basenpaar-Systemen gespeichert ist.
Es steht inzwischen fest, dass Purin-Purin-Basenpaare in na-
tiirlichen RNAs vorkommen,™! und Benner et al. haben iiber
Studien mit isolierten Pu-Pu-Paaren in ansonsten natiirlichen
DNA-Duplexen berichtet.®! Jovin et al. haben einen paral-
lelen Duplex-DNA-Strang beschrieben und charakterisiert,
der Segmente aus trans-Purin-Purin und Purin-Pyrimidin-
Basenpaaren enthilt.”’

Auch komplett Purin-Purin-substituierte DNAs wurden
bereits in mehreren Laboratorien erforscht. Ein bekanntes
Beispiel sind die Guanin-Isoguanin- und Diaminopurin-7-
Deazaxanthin-Basenpaare, die von Switzer et al. beschrieben
wurden (Abbildung 6 A).P¥l Die Studien zeigten, dass diese

& ¢ R N N g N Mot -0 N
g N7 N N
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Abbildung 6. A) Struktur der Purin-Purin-Basenpaare G-iG, D-“X und
A-H (Erklarung siehe Text). B) Zwei Einzelstrang-Oligonukleotide mit
komplementdren Purin-Purin-Basenpaaren sowie ein Denaturierungs-
profil und ein CD-Spektrum dieser Oligonukleotide. Wiedergabe mit

Genehmigung nach Lit. [38].

Purin-Purin-DNA-Duplexe Stabilitdten und freie Energien
aufweisen, die den analogen Purin-Pyrimidin-DNA-Duple-
xen sehr nahe kommen. Mehrere Oligonukleotide wurden
synthetisert, die diese Purin-Basen enthalten, und Studien
beziiglich des UV-Schmelzverhaltens ergaben, dass komple-
mentédre Strdnge assoziieren, aber dass die Einzelstrdnge in
der Abwesenheit ihres Komplements nicht selbstassoziieren
(Abbildung 6 B). Die Wechselwirkungen dieser Basenpaare
sowie von Adenin-Ionosin-Basenpaaren mit vielen DNA-In-
terkalatoren wurden auch von Hud et al. untersucht.*!
Battersby et al. fithrten thermische Schmelz- und Struk-
turstudien mit Oligonukleotiden durch, die Adenin-Hypo-
xanthin- und Guanin-Isoguanin-Basenpaare enthielten.”
Die Ergebisse bestitigten, dass auch Nukleinsduren mit die-
sen Purin-Nukleobasen stabile Duplexe bilden konnen.
Weitere Studien mit mehrfachen Purin-Purin-Basenpaa-
ren wurden von Seela et al. und von Eschenmoser und Mit-
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arbeitern beschrieben, die ebenfalls Fragestellungen im Zu-
sammenhang mit der Helixbildung von Purin-Oligonukleoti-
den im Paar mit anderen Purin-enthaltenden Strdngen un-
tersuchten.!! Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden keine der-
artigen kompletten Strukturen mittels 2D-NMR-Spektro-
skopie und Kristallographie untersucht. Zudem wurde in den
oben genannten Studien nicht die Féahigkeit von Polymerasen
zum Kopieren von Homopurin-DNA in Gegenwart von
komplementéren Purin-Nukleosiden getestet; somit muss die
Fiahigkeit von Pu-Pu-Paaren, enzymatisch ausgelesen zu
werden, erst noch untersucht werden.

Diese Studien der Purin-Purin-Basenpaare haben eine
groBe Bedeutung fiir das Verstdndnis der Struktur von Nu-
kleinsduren und der Evolution lebender Systeme. Diese Ba-
senpaare sollten als ein alternatives Konzept fiir das Spei-
chern von genetischer Information betrachtet werden, und
detaillierte Vergleiche mit den Purin-Pyrimidin-Basenpaaren
geben uns aufschlussreiche Einblicke in den Ursprung der
genetischen Informationsspeicherungssysteme auf unserem
Planeten.

2.3. Basenpaare mit Naphthyridin und Imidazopyridopyrimidin

Minakawa, Matsuda und Mitarbeiter haben an der Ent-
wicklung von vergroBBerten Basenpaar-Motiven geforscht, die
vier Wasserstoffbriicken enthalten. Beispielsweise wurden die
Synthese und Eigenschaften von Oligonukleotiden beschrie-
ben, die Imidazopyrimidin(Im)-Nukleoside enthalten (Kom-
binationen Diamino, Dioxo, Amino-Oxo, Oxo-Amino; Ab-
bildung 7 A, oben).? Diese tricyclischen Strukturen wurden
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- D DY
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By N-H ----- N W\ _
\N_/<N HN ) \ N-H-N{
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(arre
5-GTTCTGGATGGTCAGCGCAC
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fiir X = ImON, NaN© und dA (Kontrolle)
dYTP = A, G, C, T, ImON, NaN©°, C, T (Kontrolle)

Abbildung 7. A) Imidazopyridopyrimidin-Basenpaare und retrosyntheti-
scher Zugang zu diesen modifizierten Nukleosiden. B) Imidazopyrido-
pyrimidin:Naphthyridin-Basenpaare und ein experimentelles Design
zum Testen der Einzelnukleosid-Insertion durch das Klenow-Fragment.
Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [42-44].
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durch Stille-Kupplung und anschlieBende intramolekulare
Cyclisierung synthetisiert (Abbildung 7 A, unten). Der Ein-
bau der groBlen tricyclischen Nukleoside jeweils gegeniiber
zueinander in einer komplementdren DNA-Helix ergab auf-
grund der Grofenfehlpassung beziiglich der benachbarten
Watson-Crick-Paare eine Destabilisierung des Duplexes,
wihrend der Einbau von drei aneinandergereihten tricycli-
schen Nukleosiden pro Strang zu einer thermischen und
thermodynamischen Stabilisierung des Komplexes fiihrte.
Weitere Vergleiche der Schmelztemperaturen bestétigten das
4-Wasserstoffbriicken-Motiv. In weiterfithrenden Studien
wurden 1,8-Naphthyridin (Na)-C-Nukleoside und ihre Paa-
rungseigenschaften in Oligonukleotiden beschrieben!®! sowie
die Synthese und selektive Erkennung von Naphthyri-
din:Imidazopyridopyrimidin-Basenpaaren (ImO~:NaN® und
ImN©:NaOY) durch die Klenow-Fragment-DNA-Polymerase
(Abbildung 7B)." Die Im-Basen kénnen als ringerweiterte
Purin-Analoga in Richtung der kleinen Furche betrachtet
werden, wihrend die Na-Basen als ringerweiterte Analoga
der Pyrimidine in Richtung der groBen Furche betrachtet
werden konnen. Untersuchungen zeigten, dass die DNA-
Duplexe mit diesen kiinstlichen Nukleobasen thermisch stark
stabilisiert sind (um 8-9 K), was an den vier nicht-kanoni-
schen H-Bindungen, an der starken Basenstapelung sowie an
der Gestaltkompatibilitdt des Im:Na-Paares liegt.

In dieser Studie wurde auch die Insertion von einzelnen
Nukleosiden (Selektivitdt gegeniiber natiirlichen dNTPs und
Selektivitidt gegeniiber nicht-kanonischen dNTPs) durch das
Klenow-Fragment in einer Reihe von Experimenten getestet.
Ein Primer-Templat-Duplex wurde hierbei, wie in Abbil-
dung 7 gezeigt, mit einer DNA-Polymerase verwendet. Als
ein Beispiel wurden die verschiedenen dYTP-Nukleoside
gegeniiber ImN® in das Templat eingebaut. Die Triphosphate
dATP und ImONTP wurden mit diesem Enzym selektiv ge-
geniiber NaN® in das Templat eingebaut, gemiB ihrer elek-
trostatischen und Gestaltkompatibilitdt. Paare vom Typ Im-
Na wurden relativ zu den vergro3erten Paaren vom Typ Im-
Im selektiv eingebaut, im Einklang mit der Tatsache, dass
man von Im:Na-Paaren annimmt, dass sie dhnlich grof3 sind
wie die natiirlichen Purin:Pyrimidin-Basenpaare. Somit ist
noch nicht ganz klar, ob die neuen gestreckten Im-Im-Syste-
me mit natiirlichen Enzymen replizierbar sind oder ob hierzu
~mafgeschneiderte* Polymerasen benotigt werden.

2.4. Alkinyl-substituierte Basenpaare

Ein anderes Design fiir DNA-artige Systeme mit vergro-
Bertem Durchmesser wurde von Inouye et al. entwickelt.” In
dieser kreativen Studie wurde ein Set von vier Nukleosiden
beschrieben, in dem die nichtnatiirlichen Basen {iiber eine
Acetylenbriicke in 3-Konformation an den Desoxyriboseteil
angebracht sind (Abbildung 8 A). Diese Nukleoside — ge-
streckt um ungefihr 3 A — wurden mittels der entsprechenden
Phosphoramidite in Oligonukleotide eingebaut, und es wurde
gezeigt, dass die daraus resultierende DNA rechtsgidngige
Duplexe und Triplexe mit komplementdrer DNA bildet. Eine
Serie von Absorptionsexperimenten zeigte, dass die daraus
resultierenden Duplexe thermische Stabilitdten aufweisen,
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Abbildung 8. A) Die kiinstlichen Alkinyl-Basenpaare iG*:iC* und A*:T*.
B) Links: CD-Spektrum des Duplexes 5'-d(iG*)g/3"-d (iC*)s bei unter-
schiedlichen Temperaturen von 10 bis 70°C; die gepunktete Linie ist
die Summe der Einzelstrangspektren von d(iG*)g und d(iC*)g; rechts:
UV-Schmelzkurven des Duplexes 5'-d(iG*)g/3'-d (iC*)g (schwarz) und
weiterer Sequenzen mit verschiedenen d(iG*)/d(iC*)-enthaltenden Se-
quenzen. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [45].

die denen von natiirlicher DNA sehr nahe kommen (Abbil-
dung 8B). Es trat eine spontane und sequenzselektive Hy-
bridisierung ein, was dieses kiinstliche genetische System fiir
die Speicherung von Information geeignet macht und somit
mogliche Anwendungen im Bereich der synthetischen Bio-
logie ermoglicht, sofern es repliziert werden kann. Struktur-
studien fiir dieses System werden von gro3em Interesse sein,
um zu sehen, wie sich die Helix- und Riickgrat-Geometrien
an die Anwesenheit des Alkin-Linkers anpassen.

2.5. Vergréferte Basenpaare, die durch andere Krdfte als
Wasserstoffbriicken gebildet werden

Es wurde bereits gezeigt, dass auch hydrophobe Pa-
ckungs- und Basenstapelungswechselwirkungen zwischen
Nukleobasen in Abwesenheit von H-Briicken genutzt werden
konnen, um die Bildung von Basenpaaren zu stabilisie-
ren.*>%l In diesem Zusammenhang entwarfen Romesberg
und Mitarbeiter Nukleobasen — grofler als Pyrimidine — die
mit sich selbst oder mit anderen groflen Partnern gepaart
werden konnen, z.B. 7-Propinylisocarbostiryl:7-Propinyliso-
carbostiryl (PICS:PICS);*"! Azaindol:Azaindol (7AI:7AT)
und 3-Methylnaphthalin:3-Methylnaphthalin (3MN:3MN;
Abbildung 9).#1 PICS:PICS erwies sich als stabiler als na-
tiirliche Basenpaare und kann durch das Klenow-Fragment
der DNA-Polymerase I aus E. coli effizient in DNA einge-
baut werden. Dennoch beschriankt der natiirliche DNA-
Kontext, in dem diese untersucht wurden, die Moglichkeit
solcher Basenpaare, groflere Abmessungen anzunehmen.
Strukturstudien zeigten auch, dass die grolen Basen mitein-
ander interkalieren und sich an die natiirliche Helixgrof3e
anpassen.*)

Eine weitere neue Strategie fiir den Entwurf stabiler Ba-
senpaare ist die metallvermittelte Paarung.®! Wenn diese
Basen grofler als Pyrimidine sind, kann dies zu generell ver-
groferten Basenpaaren fithren. Ein gutes Beispiel hierfiir ist

Angew. Chem. 2013, 125, 12728 —12739

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

gngewandte
Ch

A\ V4
) OO
4 \ /N NP N N\
N N
w/ 0 o > e B
PICS : PICS 7Al1: 7Al
| X | S
/N‘O,,N P
() O N Ay DA
@ 7 L
y * </N J U N\>
" 3MN:3MN Y purPNi-Pur®

Abbildung 9. Die H-Briicken-freien Basenpaare PICS:PICS, 7Al:7Al,
3MN:3MN und PuP-Ni-PurP, die vergréRRerte Basen enthalten !’

das Pyridylpurin-System Pur®-Ni**-Pur®, dass von Switzer
et al. entwickelt wurde (Abbildung9).*) Auch bei diesem
wurde gezeigt, dass es stabiler ist als natiirliche Basenpaare.
AuBerdem hatte es offensichtlich das Potential, die funktio-
nelle Komponente eines ionenaktivierten Schalters zu bilden.
Es gibt noch weitere Beispiele fiir solche H-Briicken-freien
Basenpaare, deren Beschreibung den Rahmen dieses Kurz-
aufsatzes tibersteigen wiirde; sie konnen in der entsprechen-
den Literatur gefunden werden.™

3. Vergrifierte RNA-Nukleoside (xRNA)
3.1. Benzo-Homologisierung von RNA

Im natiirlichen genetischen System zeigt RNA andere
biophysikalische und strukturelle Eigenschaften als DNA und
spielt zudem auch andere biologische Rollen. Diese Er-
kenntnisse fiihrten uns zu der Frage, ob auch eine vergroB3erte
Variante von RNA entwickelt werden konnte, woraufhin wir
Synthesen und Untersuchungen von xRNA in unserem Labor
durchfiihrten.’" Die photophysikalischen Eigenschaften
dieser Molekiile, die effiziente Fluorophore sind, und ihre
verstiarkten Stapelungseigenschaften machen xRNAs fiir eine
Vielzahl biochemischer Anwendungen hochinteressant (Ab-
bildung 10), und sie werden bereits als biophysikalische und
biologische Werkzeuge verwendet. Die zusatzliche OH-
Gruppe der Ribose (im Vergleich zur Desoxyribose der
DNA) bringt eigene Herausforderungen fiir die Synthese
dieser Verbindungen mit sich (Abbildung 10B). Ein zusitz-
licher wichtiger Punkt ist der Glykosylierungsschritt. Fiir die
vergroBerten Purin-Derivate rxA (11)!' und rxG (13) wird
dieser Schritt mittels einer Kupplung entweder der Nukleo-
base 15 (synthetisiert in vier Stufen) oder der Nukleobase 17
(synthetisiert in fiinf Stufen) an Tetraacetylribose 16 unter
Vorbriiggen-Bedingungen" bewerkstelligt, gefolgt von wei-
teren Entschiitzungsschritten. Fiir die vergroferten Pyridin-
Nukleoside rxU (12) und rxC (14) wird die iodierte Verbin-
dung 19 (synthetisiert in vier Stufen) an Ribonolacton 18
gekuppelt. Die folgenden Reaktionen werden mit verschie-
denen Mengen der Lewis-Sdure BBr; durchgefiihrt, um ent-
weder zu rxU (12) oder zu rxC (14) zu gelangen (fiir Details
sieche Lit. [51]). Fir diese Molekiile wurden bereits photo-
physikalische Daten aufgenommen. So zeigt beispielsweise
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Abbildung 10. A) Die xRNA-Nukleoside rxA, rxU, rxG und rxC. B) Syn-
theseschemata fiir diese Nukleoside. C) Absorptions- und Emissions-
spektrum von rxA. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [51].

Abbildung 10C ein Absorptions- und Emissionsspektrum
von rxA (11).51

Diese xRNA-Nukleoside wurden auch in die entspre-
chenden Phosphoramidite fiir die Oligonukleotid-Festpha-
sensynthese umgewandelt (Abbildung 11 A). Aufgrund der
zusitzlichen OH-Gruppe ist die Herstellung der xRNA-
Phoshoramidite wesentlich schwieriger als die der modifi-
zierten XDNA-Phosphoramidite. Kiirzlich wurden die Phos-
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phoramidite rxA-PA (11-PA) und rxU-PA (12-PA) von un-
serer Gruppe beschrieben,” wihrend die Synthesen der an-
deren beiden (rxG-PA und rxC-PA) derzeit noch entwickelt
werden.

Oligonukleotide mit diesen xRNA-Nukleosiden wurden
bereits als sterische Sonden fiir RNA-Interferenz-Experi-
mente verwendet. Von diesem zelluldren Pfad weifl man, dass
es sich um eine wichtige Strategie fiir die Herabregulierung
von spezifischen Genen in Zellen handelt. Um die Effekte
der sterischen Grofie von siRNA auf die biologische Aktivitét
zu testen, wurden mehrere Sonden synthetisiert, die rxA oder
rxU im Guide-Strang enthielten (Abbildung 11B); dann
wurde die so entstandene modifizierte RNA zur Herabregu-
lierung des Luciferase-Gens in einem Dual-Reporter-Luci-
ferase-Assay in HeLa-Zellen verwendet.” Wihrend xRNA-
Nukleobasen im Guide-Strang an einigen zentralen Positio-
nen in der Ndhe der Seed-Region die Aktivitit reduzierten
(offensichlich aufgrund von ungiinstigen sterischen Effekten),
wurden sie am Ende gut toleriert. Am wichtigsten ist die
Tatsache, dass Substitutionen in der Néhe des 3'-Endes die
Aktivitdat tber diejenige von Wildtyp-siRNA steigerten
(Abbildung 11B, rechts). Weitere Studien zeigten, dass
xRNA-Substitutionen die siRNA gegen Abbau durch Nu-
kleasen schiitzen und die Helizes thermisch stabilisieren.
Hierbei wurde biologisch aktive siRNA mit bis zu drei auf-
einanderfolgenden xRNA-Basen beschrieben.

3.2. Weitere Beispiele fiir gestreckte Ribonukleoside
Seley-Radke et al. beschrieben den Entwurf, die Synthese

und erste Experimente zu den biologischen Aktivititen ei-
niger Purin-Nukleoside, die um einen Heterocyclus erweitert
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14.AS-19 5'- AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT —3'
15. AS-xU3 5'= AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT =-3'
16. AS-xA3 S'- AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT =3'
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17.SS-U 3'= TTUCUUCGUUAAAGCACAUUU =5'
18. SS-A 3'- TTACUUCGUUAAAGCACAUUU -5'
19, SSxU 3'= TTUCUUCGUUAAAGCACAUUU =5'
20, SS-xA 3'- TTACUUCGUUAAAGCACAUUU -5'

o

control  A-00 A-01  A-03

B) 57— AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT -3~ (antisense)
3" -TTUCUUCGUUAAAGCACAUUU -57 (sense)
w12
1. AS-00 S5'- AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT -3° c
2, AS-01 5'- AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT -3' k=2
3. AS-03 5'~ AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT -3' N 1
4. AS-04 5'- AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT -3° S
5. AS-07 5'- AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT ~3' 0
6. AS-08 5'- AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT =3' ©
7. AS-09 5'~ AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT -3' a 08+
8, AS-10 5'— AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT -3' =
9. AS-11 5'- AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT -3' o 2 pmol
10.AS-14 5'- AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT -3' Soe
11.AS-16 5'- AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT -3' -1 520 pmot
12.AS-17 5'- AGAAGCAAUUUCGUGUAAATT —3' 7]
13.AS-18 5'~ AGAAGCAAUUUCGUGUABATT -3' g #100pmol
2
2
©
£
S
]
<

AGB A0 | A0
siRNA-Duplex

A-04  A-07 A-14  A16  A17  A18  A19

Abbildung 11. A) Struktur der xRNA-Phosphoramidite rxA (11-PA), rxU (12-PA), rxG (13-PA) und rxC (14-PA). B) Doppelstringige RNA-Sonden mit
xRNA-Basen fiir RNA-Interferenz-Experimente und Ergebnisse der RNAi-Luciferaseaktivititsassays mit siRNAs, die die xRNA-Nukleoside enthalten.

Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [52].
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Abbildung 12. A) Die von Seley-Radtke et al. beschriebenen Thieno-ge-
streckten Purin-Nukleoside.* B) Die von Hudson et al. beschriebenen
Klick-Fleximere.F®

waren (21, 22, Abbildung 12 A).*¥ Diese Thieno-gestreckten
Purin-Nukleoside wurden beziiglich ihrer Nukleinsdure-
struktur und -funktion untersucht, und es wurde gezeigt, dass
die Rd-RNA-Polymerase die entsprechenden nichtnatiirli-
chen Triphosphate leicht erkennt. Dabei zeigten verschiedene
Enzyme beachtliche Unterschiede in Bezug auf deren Er-
kennung. AuBlerdem wurde gezeigt, dass der Einbau von
nichtnatiirlichen Basen wie z.B. einer getreckten Thienyl-
imidazol-substituierten Nukleobase in Aptamere zu Apta-
meren mit verstarkten Affinitdten zu Zielproteinen wie z. B.
zelluliren Wachstumsfaktoren fithren kann.”!

Hudson et al. beschrieben die Synthese von Nukleosid-
Analoga mit 4-(5-Pyrimidinyl)-1,2,3-triazolen als vergroBerte
Nukleobasen-Mimetika (23, Abbildung 12B)P*>! mittels ei-
ner Azid-Alkin-Huisgen-Cycloaddition® zwischen dem
entsprechenden Ribosylazid und einer Vielzahl von 5-Alki-
nylpyrimidinen. Es wurde gezeigt, dass die Heterocyclen der
ungebundenen Nukleobase coplanare Anordnung bevorzu-
gen und dass das anti-glykosidische Konformer begiinstigt
wird. Diese vergroflerten Modelle wurde allerdings noch
nicht in oligomerer Form beschrieben.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Kiinstliche genetische Sets, die vergrofSerte Basenpaare
enthalten, haben die Maoglichkeit aufgezeigt, in vielerlei
Hinsicht — wenn nicht sogar komplett — so zu funktionieren,
wie die natiirlichen genetischen Systeme. Vom chemischen
Standpunkt ist ein genetisches, auf Basenpaarung basierendes
Konzept nicht zwangsweise auf die GroBe der natiirlichen
DNA-Helix limitiert, die sich im Zuge der Evolution fiir die
lebenden Systeme auf der Erde entwickelt hat.

Trotz aller Fortschritte liegen noch viele interessanten
Herausforderungen vor uns, die es mit vergrof3erten geneti-
schen Sets zu untersuchen gilt. Die fundamentale Wissen-
schaft der chemischen Evolution ruft hierbei noch viele Fra-
gen hervor. So ist beispielsweise die Rolle der pK,-Werte und
der Tautomerisierung der Nukleobasen im Hinblick auf die
vergroBerten Basenpaare und auf den Effekt der Unter-
scheidung von Fehlpaarungen von fortlaufendem Interesse.”
Da vergroBerte Basenpaare offensichtlich stabile Helizes
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bilden konnen, wird die Implikation fiir die stattgefundene
Purin-Pyrimidin-Selektion der Natur im Detail diskutiert
werden miissen.

Auflerdem verbleiben noch strukturelle und funktionale
Fragen. Beispielsweise wurden einige der oben erwéhnten
vergroBerten Basenpaarsysteme noch nicht strukturell im
Gesamtzusammenhang einer Helix studiert, und es wird in-
teressant sein zu sehen, wie sich das helikale Riickgrat an die
nicht-kanonischen Paargeometrien anpasst. AuBlerdem ist
noch nicht bekannt, wo die GroBenlimits bei vergrofierten
Basenpaarsystemen liegen. Da die Naphtho-homologisierten
Basenpaare selbstassoziieren, kommt die Frage auf, ob noch
groBere derartige Systeme moglich sein konnten. Abgesehen
von der Struktur bleibt natiirlich auch die Funktion entspre-
chend wichtig. So gesehen wird die Entwicklung effizienter
replizierender Enzyme fiir die vergroflerten Systeme von
hohem Interesse sein, da dies den Forschern ermoglichen
wird, lingere Sequenzen aneinanderzulagern als sie mittels
DNA-Synthesizer erzeugt werden konnen. Der Zugang zu
langeren vergroBerten DNA-Stringen zeigt die interessante
Moglichkeit auf, deren Stabilitdt, Festigkeit und eventuell
Leitfahigkeit fiir selbst-assemblierende Nanostrukturen zu
nutzen. AuBlerdem ergibt sich aus der Fihigkeit, diese Sys-
teme zu amplifizieren, die Moglichkeit der Selektion und
Evolution von derartigen genetischen Sets. Zuletzt verbleiben
noch viele biologische Anwendungen zu untersuchen; insbe-
sondere sind wir hierbei an der Durchfiihrung weiterer bio-
chemischer und biologischer Studien mit vergrofBerten RNAs
interessiert, um zu sehen, ob diese analog zu natiirlichen
RNAs funktionieren, die in der Natur nicht nur genetische
Information tragen, sondern in den Zellen auch als Liganden,
Schalter und Enzyme wirken.

Die chemische Erweiterung der natiirlichen Nukleosid-
Architekturen stellt Werkzeuge fiir die Untersuchung von
fundamentalen biochemischen Prozessen auf der Erde zur
Verfiigung. Dies erlaubt es uns, viel iiber die Lebensprozesse
zu lernen, die sich in der Natur mit bewundernswerter Pra-
gnanz und Komplexitét entwickelt haben. Au3erdem sind die
Konzepte von neuen genetischen Systemen fiir die Entwick-
lung von modifizierten lebenden Systemen fiir die syntheti-
sche Biologie relevant, sowie fiir die Untersuchung der
,Realisierbarkeit* von alternativen Lebensformen, was ins-
besondere dann interessant wird, sollte irgendwann auf3erir-
disches Leben entdeckt werden.

M.W. dankt dem Deutschen Akademischen Austauschdienst
(DAAD) fiir ein Postdoktorandenstipendium. E.T.K. dankt
den U.S. National Institutes of Health (GMO063587,
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